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Uber die Synthese der Siureamide in den Pflanzen 
bei Ernihrung mit Ammoniaksalzen. 


Von 
A. I. Smirnow. 


(Aus dem agrikulturchemischen Laboratorium der landwirtschaftlichen 
Akademie in Petrowskoje-Rasumowskoje bei Moskau.) 


(Eingegangen am 15. Februar 1923.) 
Mit 6 Abbildungen im Text. 


I, 

Die Bildung der Bausteine des EiweiSmolekiils (der Aminosiuren) 
durch die Pflanzen war bis in die neueste Zeit nicht unmittelbar er- 
forscht worden. Man besaf bisher nur indirekte Hinweise auf die 
Abhingigkeit der Asparaginbildung von den Kohlehydraten. Das 
Asparagin (sowie auch das Glutamin) nimmt, wie es jetzt einwandfrei 
erwiesen ist, auf Grund seiner physiologischen Bedeutung eine be- 
sondere Stellung unter den stickstoffhaltigen Verbindungen ein. Das 
durch den Stoffwechsel frei werdende, sowie auch das von auBen auf- 
genommene Ammoniak wird in den Pflanzengeweben in Form von 
Asparagin nur in dem Falle gespeichert, wenn die Bedingungen fiir 
seine unmittelbare Verwendung fiir die EiweiB- (bzw. Aminosiéuren-) 
Bildung fehlen. Doch auBer dieser besonderen Bedeutung des Asparagins 
scheint ihm auch die gleiche Rolle mit den Aminosiuren als Struktur- 
element ‘bei der EiweiBbildung zuzukommen. 

Tatsachen, die gegen die Beteiligung des Asparagins im Eiweib- 
komplex sprechen, fehlen. Der Umstand, daB bei der Hydrolyse des 
EiweiB in vitro unter den Zerfallprodukten an Stelle des Asparagins 
gewohnlich nur Asparaginsiure nachzuweisen ist, kann keineswegs als 
Beweis der Abwesenheit des Asparagins im EiweiBkomplex gelten. 
Es unterliegt keinem Zweifel, daB das Asparagin bei der Hydrolyse 
mit Séiuren nicht unverandert isoliert werden kann, weil bei diesem 
Verfahren die Amidogruppe sich leicht abspaltet!). Die Abwesenheit 
des Asparagins unter den Produkten der fermentativen Abspaltung 


1) Th. B. Osborne, The vegetable proteins 1909, S. 58—63. 
Biochemische Zeitschrift Band 137. 1 
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und der Saiurehydrolyse des EiweiBes in vitro ist durch den Zerfall d: 

Asparaginmolekiils in Ammoniak und Asparaginsiure zu erklire: 

Dai das Asparagin sich fermentativ spalten laBt, hat A. Kiesel i: 

Jahre 1909 durch die Autolyse ilterer asparaginreicher Keimspross: 
von Lupinus albus gezeigt!). Noch friiher konnte W. Butkewitsch bei 
der Autolyse jiingerer Keimsprosse einen Uberschu8 von Stickstof{ 
nach Sachsse in der autolytischen Portion im Vergleich mit der Kontrol! 
portion nachweisen*). Doch das Abscheiden des Asparagins in Kristallen 
ergab keinen Unterschied des Amidogehaltes in beiden Portionen 
Der Grund des erhéhten Asparagingehaltcs in der autolytischen Portion 
bei den Bestimmungen nach Sachsse bleibt unaufgeklirt, und in seinen 
spiteren Arbeiten lehnt Butkewitsch die Méglichkeit der Beteiligung 
des Asparagins als solchen (natiirlich bis zu einem gewissen Grade) 
im Aufbau des EiweiSmolekiils nicht ab’), Ein Uberschu8 am Amido- 
stickstoffgehalt in der autolytischen Portion im Vergleich mit der 
Kontrollportion wurde unlangst in unserem Laboratorium durch 
E. A. Schemmtschuschnikow*) und G. G. Petrow ) festgestellt (dabei 
ist zu bemerken, daB dieser UberschuB ziemlich bedeutend war). 

Demnach ist der Schlu8B berechtigt, daB geringe Mengen des Aspa- 
ragins in den Keimpflanzen durch den Abbau des EiweiSmolekiils 
gebildet werden. Der weit gréfere Teil des Asparagins (der Hauptteil) 
muB, wie jetzt zweifellos bewiesen ist, als synthetisches Produkt an- 
gesehen werden. 

Bei der Keimung der Samen im Dunklen wird der Gehalt an 
Kiweifstickstoff in den Keimlingen vermindert, wihrend gleichzeitig 
eine Anreicherung von N in den nicht eiweiBhaltigen organischen Ver- 
bindungen vor sich geht; dabei entspricht die Zunahme des Stickstoffs 
des Asparagins keineswegs der Verminderung des Stickstoffs im Eiweib. 
Die Abnahme des EiweiBgehaltes ist wihrend des Keimungsprozesses 
geringer als die Zunahme des Asparagingehaltes, so daB am Ende 
des Prozesses die Kurve der Asparaginspeicherung die Tendenz hat, 
héher zu verlaufen als die Kurve der EiweiBabnahme. Dieser Umstand 
hat Prianischnikow seinerzeit zur Annahme veranlaBt, daB die Aspa- 
raginbildung wihrend der Keimung auf Kosten der Zerfallprodukte 
der Aminosiuren geschieht®). 

1) Zeitschr. f. physiol Chem. 60, 476, 1909. 

*) Die regressive Metamorphose der EiweiBkérper, Moskau 1904. 

8) Diese Zeitschr. 16, 411, 1909. 

*) Ergebnisse der Vegetations- und Laboratoriumversuche 11, 1. 
(russisch) unter der Redaktion von Prof. Prianischnikow. 

5) G.G@. Petrow, Assimilation des Stickstoffs bei hédheren Pflanzen, 
1917, 8. 108—114 (Dissert., russisch). 

6) Kiwei®zerfall und EiweiGriickbildung in den Pflanzen. Ber. d. 
deutsch. Bot. Gesellsch. 17, 157, 1899. 
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Dieselben Ansichten iiber die synthetische Bildung des Asparagins 
iuBerte schon friiher £. Schulze'), gestiitzt auf die Beobachtung, dab 
bei der Hydrolyse des EiweiBes viel geringere Mengen von Asparagin- 
siure gebildet werden, im Vergleich mit den Quantitaten des Asparagins, 
die durch den Zerfall des EiweiBes wihrend der Keimung im Dunklen 
entstehen?). Schon damals fuerte er die Vermutung, daf bei dem 
Zerfall des EiweiBmolekiils im Pflanzenkérper sich kohlenstofffreie 
oder kohlenstoffarme Stickstoffverbindungen bilden, aus welchen, unter 
Mitwirkung stickstofffreier organischer Verbindungen  synthetisch 
Asparagin gebildet wird. 

Weitere Untersuchungen haben gezeigt, daB dieser kohlenstoff- 
freie Rest, der durch den Zerfall der Aminosiuren hinterbleibt, Ammo- 
niak ist. Schon die Hydrolyse des EiweiBes und das Vorkommen des 
Ammoniaks in etiolierten Pflanzenkeimlingen (EZ. Schulze, 1898) wiesen 
darauf hin, daB das Endprodukt bei der Spaltung Ammoniak ist, 
doch bleibt unaufgeklart, von wo dieses Ammoniak stammte. Man 
stellte sich die Frage, ob dieses Ammoniak aus den Aminosiuren, 
welche beim Zerfall von Eiweif entstehen, stammte oder ob dieses 
Ammoniak sich unmittelbar vom EiweiBmolekiil abspaltet und auf 
diese Weise als Anfangsprodukt der Eiweifzerspaltung angesehen 
werden kann. W. Butkewitsch war der erste, der dieses Problem unter- 
suchte ; er zeigte, daB bei der Anisthesie der Keimlinge in den Pflanzen- 
geweben Ammoniak gespeichert wird, dabei bleibt der Gehalt an 
RiweiBstickstoff unverindert, wihrend der Gehalt an Amino- und 
Amidostickstoff vermindert wird’). Spiter zeigte A. Kiesel*) durch 
seine Versuche, daB bei der Autolyse 22- bis 24tigiger Keimlinge von 
Vicia Faba Ammoniak ebenfalls hauptsichlich auf Kosten der Amino- 
siuren gebildet wurde*). Gegenwiirtig ist es festgestellt, daf NH, 
in den Pflanzen auch aus organischen Basen erzeugt werden kann. 
So zerfallt das Arginin unter der Einwirkung der Arginase in Ornithin 


1) Doch hat HE. Schulze diese Annahme iiber das Wesen der Asparagin- 
bildung zugleich mit zwei anderen Méglichkeiten bekannt gegeben; damals 
war es noch unklar, welche von diesen drei Hypothesen am richtigsten 
den Sachverhalt der Asparaginbildung in den Pflanzen wiedergibt. Land- 
wirtschaftliche Jahrb. 17, 683, 1888. 

2) EH. Schulze fand bei verschiedenen Versuchen, dai beim Zerfall 
des EiweiBes in den Pflanzen dieselben Produkte entstehen wie bei der 
kiinstlichen Spaltung des EiweiBes. Landwirtsch. Jahrb. 35, 621, 1906. 

3) W. Butkewitsch, Die regressive Metamorphose der EiweiBkérper 1904. 

*) Zeitschr. f. physiol. Chem. 60, 453, 1909. 

5) Die Bildung von Ammoniak bei der Autolyse hatten noch friiher 
Castoro und Salesski beobachtet, doch war der Grund der Ammoniakbildung 
nicht erforscht worden. Castoro, Zeitschr. f. physiol. Chem. 50, 525, 1906 u. 
1907; Salesski, Ber. d. deutsch. Bot. Gesellsch. 24, 357, 1907. 
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und Harnstoff, welch letzterer sodann durch die Wirkung der Ureas 
Ammoniak abspaltet?). 

Durch das Gesagte wurde die von KH. Schulze ausgesprochen 
Vermutung, da die Ausgangsprodukte des Eiwei®zerfalls in de 
Pflanzengeweben weiterer Zerstérung bis zum kohlenstofffreien Res 
(N H,) unterliegen, bestiatigt ; dieses Restprodukt kann, wie die Versuch: 
mit der Ernahrung etiolierter Keimlinge mit Ammoniaksalzen gezeig 
haben, als Stickstoffquelle bei der Synthese der Siureamide dienen?® 
Dieselben Versuche zeigten aber, daB bei der Ernahrung etiolierte: 
Keimpflanzen mit Ammoniaksalzen es nicht immer bei solcher Ver 
suchsanordnung gelingt, den Amidstickstoff in den Keimsprossen z\ 
steigern. Alle unternommenen Versuche dieser Art mit Lupinen, dic 
darauf hinzielten, Asparaginbildung auf Kosten des von auBen ein- 
gefiihrten Ammoniaks bei etiolierten Keimpflanzen herbeizufiihren, 
bleiben erfolglos. Der Gehalt von Amidstickstoff, ebenso wie der 
Gesamtstickstoffgehalt, wurde bei diesen Versuchen mit Lupinen auf 
Ammoniaklésungen im Vergleich mit Kontrollkulturen auf destilliertes 
Wasser nicht gesteigert, sondern in der Mehrzahl der Fille verringert ; 
dagegen war eine starke Erhéhung des Ammoniakstickstoffgehaltes zu 
bemerken. 

Das eigentiimliche Verhalten der Lupine gegeniiber dem von 
auBen zugefiihrten Ammoniak steht allem Anschein nach in Verbindung 
sowohl mit dem besonderen Charakter als auch mit der eigenartigen 
Zusammensetzung der Samenreservestoffe dieser Pflanzen. Es ist 
bekannt, daB die Samen dieser Pflanze sich nicht nur durch den Gehalt 
solcher Reservekohlehydrate wie Galakton auszeichnen, sondern 
iiberhaupt einen duBerst hohen Gehalt von Stickstoffverbindungen 
aufweisen. Wenn man den Gehalt der Stickstoffverbindungen in den 
Samen mit der Ziffer 1 bezeichnet, so ist das Verhaltnis von stick- 
stoffhaltigen zu stickstofffreien Stoffen in den Samen (ohne Schalen) 
folgendes®) : 

Lupine: 1:0,92, Kiirbis: 1: 1,56. 

Bei den Gramineen wird dieses Verhaltnis noch mehr im Sinne 
der Vermehrung der stickstofffreien Stoffe veriindert. Das Verhialtnis 
des Rohproteins (N x 6,25) zu den stickstofffreien Extraktivstoffen 
ist (nach EF. Wolf) folgendes 

bei Gerste: 1 : 6,4, beim Mais: 1 : 6,2. 


1) A. Kiesel, Ber. d. russisch. Kaiserl. Akademie d. Wissensch. 1915, 
8. 1337; auch in der Jubilaiums-Festschrift K. A. Timirjasjeff gewidmet. 
*) N. Suzuki, Bull. Coll. of Agrikult. Tokyo. . Vol. II, Nr. 7, 8. 409, 
1897; D. N. Prianischnikow, La synthése des corps amidés aux dépens de 
Vammoniaque absorbée par les racines; Revue générale de Bot. 25, 5, 1913. 
3) Nach EH. Schulze, Landwirtsch. Jahrb. 17. 
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Im engen Zusammenhang mit dem eben Gesagten steht die Tat- 
ache, daB bei der Lupine schon bei der Auskeimung der Samen im 
\Vasser in den Sprossen mehr Ammoniakstickstoff gespeichert wird 
ils in den Sprossen anderer Pflanzen. Berechnet man cen in den 
Geweben aufgespeicherten Ammoniakstickstoff (bei der Kultur auf 
destilliertem Wasser) in Prozenten vom Gesamtstickstoffgehalt der 
Keimlinge, so erhilt man folgende ZahlengréBen: 

Hordeum Sativum Vicia Sativum Pisum Sat. Lupinus luteus 
0,34 % 0,41 % 0,62 % 1,67 % — 4,59 % 

Dieselben Beziehungen zwischen dem in den Keimlingen auf- 
gespeicherten Ammoniak und der Menge der Reservekohlehydrate 
kann an ein und derselben Pflanze, wie es W. Butkewitsch bei Lupinus 
luteus (Kultur ohne Stickstoffernihrung) und Verfasser bei Hordeum sat. 
mit Stickstoffernihrung) gezeigt haben, beobachtet werden. Nur 
auf Grund seiner eigenen Versuche mit hungernden Lupinenpflanzen 
konnte Butkewitsch nicht den Ursprung des Ammoniaks, der bei diesen 
Bedingungen entstand, feststellen. Als er aber die Ergebnisse seines 
Versuches mit den Literaturangaben (Schulze, Merlis u. a.) verglich, 
fand er es zum SchluB berechtigt, da die Ammoniakspeicherung 
auf Kosten der Zerstérung der Stickstoffverbindungen, die sich beim 
vorhergehenden Eiweifzerfall gebildet hatten, geschieht; er nahm an, 
daB in diesem Falle ebenso wie bei der Anisthesie das Ammoniak 
aus den Aminosiuren und Amiden gebildet wird. 

Durch meine 1913 unternommenen Versuche mit hungernden 
Gerstenpflanzen!), denen von auSen Ammoniakstickstoff zugefiihrt 
wurde, ist es klargelegt, daB im ersten Stadium der Keimung, wahrend 
welcher die Reservekohlehydrate noch wenig verbraucht sind, nur 
wenig Ammoniak in den Geweben gespeichert wird; das geschieht 
trotz der ziemlich energischen Absorption der Ammoniumsalze durch 
die Keimlinge und der leichten Uberfiihrung des Stickstoffs der Ammo- 
niumsalze durch die Keimlinge in Amidoverbindungen. Doch nach 
Verbrauch der stickstofffreien Reservestoffe wurde das von aufen 
zugefiihrte Ammoniak gar nicht von der Pflanze verarbeitet, das friiher 
gebildete Asparagin wurde aus Mangel an Atmungsmaterial verbrannt; 
schlieBlich konnte man eine aubergewéhnliche Anreicherung von 
Ammoniak in den Geweben konstatieren, dabei war aber der Amid- 
stickstoffgehalt auBerst gering. Eine nach ihrem Verhalten zum von 
auBen zufiihrbaren Ammoniak typische Gramineenpflanze wurde in 
eine lupineahnliche Pflanze verwandelt, deren Vorrat an Kohlehydraten 
vom Anfangsstadium der Keimung auferst beschrainkt ist. 


1) A. J. Smirnow, Uber den Umsatz von stickstoffhaltigen Bestand- 
teilen bei Gerstenkeimlingen bei Ernahrung mit Ammoniaksalzen; Berichte 
d. Mosk. landwirtsch. Instit., S. 470, 1914. 








A. I. Smirnow: 


Versuch 1, Ausgekeimte Gerstensamen, deren Keime die Wurz 
lange von 1% bis 2cm erreicht haben, wurden auf paraffinierte Netz:, 
die iiber Kristallisierschalen ausgebreitet waren, gebracht. In den Krista 
lisierschalen befanden sich folgende Lésungen: Wasser, NH,Cl, NH,( 
+ CaCO;, NH,Cl + CaSO, . 2 H,0. Die Konzentration des NH,C! 
betrug 0,075%. CaCO, und CaSO,,2H,O wurden in Ammoniumchlorid 
aquivalenten Mengen hinzugefiigt. Calciumsalze wurden zur Neutralisation 
des physiologisch sauren NH,Cl beigefiigt. Jede von diesen Lésungen 
wurde in drei Kristallisierschalen von je 2500 ccm eingegossen. Die Keim 
linge verbleiben 11 Tage bei vélliger Dunkelheit iiber den Lésungen. Nach: 
Abschlu8 des Versuches wurden die Keimlinge im frischen Zustande gemessen. 
Die Trockengewichtbestimmung und die Analyse des zerkleinerten Materials 
ergaben folgende Werte: 


Tabelle I"). 





i Verlust an 
i Gesamt-N | Eiweif-N Aspas Ammos Linge | Trocken: 
100 Keimlinge raginsN  niaksN substanz 


mg mg mg mg cm 
— ee ee 1012 | 16.2 4 191 18,94 
NEM Sek oh eS 1041 | 330 117 163 20,90 
NH,Cl+CaCO,. .. .|| 1873 98,9 383 1: 19,9 25,83 
NH,Cl+CaS80O,.2H,O 1908 97,2 | 33,8 1 || 17,2! 22.58 


Die Resultate dieses Versuches stehen véllig mit den friiheren 


Befunden unseres Laboratoriums iiberein. Der den Pflanzen zugefiihrte 


Ammoniakstickstoff sammelte sich keineswegs in bedeutenden Mengen 
in Pflanzengeweben an, sondern wurde leicht in Amidverbindungen 
iibergefiihrt. Es ist aber schon hier bemerkbar, daB die Schwankungen 
des Ammoniakstickstoffgehaltes durchaus parallel mit dem Trocken- 
substanzverlust der Pflanzen verlaufen. 

Versuch 2. Dieser Versuch weicht von dem vorigen nur durch die 


Zeit ab, wiihrend welcher die Keimlinge iiber den Lésungen verbleiben; hier 
blieben die Keimlinge 21 Tage iiber den Lésungen. 


Tabelle II. 





Verlust an 
i tat Gesamt-N | EiweiB-N Aspas |Ammo-) | jinge | Trocken: 
100 Keimlinge raginsN | niak-N substanz 


mg mg mg | mg cm % 


eo. eS tess | ‘sie | 448] 642} 900) 29.00 
Bageyhras ae 95,5 67,5 | 412) 186)| 27,74 
1+CaCO,....|| 2421 868 | 37,4) 72,9) 21,7 | 32,32 
1+CaSO,.2H,O 2264 832 261) 692) 213) 30,72 


Wasse 
NH,C 
NH,C 
NH,C 

Die Zugabe der Calciumsalze zum NH,Cl rief einen starken Ver- 
brauch der Kohlehydrate durch die Atmung hervor; dieser Verbrauch 


der Kohlehydrate auBerte sich in der Zunahme des Verlustes der 


1) Die Zahlen aller Tabellen vorliegender Arbeit stellen Mittelwerte 
je zweier Bestimmungen dar. Dabei ist zu bemerken, daB die Schwankungen 
zwischen zwei Parallelbestimmungen niemals 3% iibersteigen. 
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Synthese der Saiureamide in den Pflanzen. 


‘rockensubstanz. Hierdurch wurde der Mangel an Kohlehydraten, 
der in den Keimlingen infolge des langen Verbleibens im Dunkeln 
ntstand, noch verscharft; infolgedessen wurde die Synthese des Aspa- 
ragins aus dem von auBen aufgenommenen Ammoniak unterbrochen. 
Das Verhalten der hungernden Gerstenkeimlinge gegen das von aufen 
zugefiihrte Ammoniak war durchaus dem der Lupinenkeimlinge analog ; 
diese letzteren zeichnen sich schon beim Beginn der Keimung durch 
einen groBen Mangel an Kohlehydraten aus. 

Ebensolche Resultate wurden bald darauf ebenfalls im Labo- 
ratorium des Prof. Prianischnikow durch A. S. Kablukow, der Ver- 
suche mit Mais unternahm, und durch Fraulein A. A. Kudrjawzew 
bei Versuchen mit Erbsen erhalten. Wurde den Keimlingen ein Teil 
der Reservekohlehydrate entzogen (durch Abtrennen des Endosperms), 
so hatte das eine abnorme Speicherung von Ammoniakstickstoff zur 
Folge!), Es ist also anzunehmen, daB den Kohlehydraten eine wesent- 
liche Rolle bei der Verarbeitung des von aufen durch die etiolierten 
Keimlinge aufgenommenen Ammoniakstickstoffs zukommt. 

Man kann also eine an Reservekohlehydraten reiche Gramineen- 
pflanze zwingen, sich gegen den von auBen zugefiihrten Ammoniak- 
stickstoff ebenso wie die Lupine (die arm an Kohlehydraten ist) zu 
verhalten. Umgekehrt muB es méglich sein, das Verhalten der Lupine 
gegen Ammoniakernaihrung durch kiinstliche Zufithrung von Kohle- 
hydraten ebenso wie der Gramineenpflanzen zu gestalten. Zu diesem 
Zwecke wurden von uns Versuche unternommen, deren Beschreibung 
wir weiter folgen lassen. Alle Kulturen wurden im Dunkeln unter Aus- 
schluB von Mikroorganismen durchgefiihrt. Die dabei angewandte Methode 
der sterilen Ziichtung von héheren Pflanzen wurde bereits mehreremal 
mit Erfolg in der Akademie in Petrowskoje-Rasumowskoje ausprobiert 
und von G, G. Petrow*) beschrieben; da ich jedoch einige technische 
Anderungen vorgenommen hatte, so ist eine ausfiihrliche Beschreibung 
der Versuchsanordnung in der Beilage dieser Publikation zu finden. 


Versuch 3. (13tagige Pflanzenkultur) mit zwei sterilen Kulturen von 
Inupinus angustifolius auf Wasser. Die eine Kultur war mit Glucose (2 proz. 
Lésung), die andere ohne Glucose angestellt worden. Die Zusammen- 
setzung der Nahrlésung in beiden GefaiBen war nachstehende: 

Auf 3700 ccm destillierten Wassers kamen 

(NEWB se vivo oe 1 2p, 

Me POe 066) ee. oe ORs 
NE ed ns aoe. k.- 0 aoe 
MgSO,+7H,O0 .... 0,1287¢g 
Nr in 39 on. cdcy 
Oa nr ev a 


1) Ergebnisse der Vegetations- und Laboratoriumversuche 9, 
1914 (russisch). 
2) Berichte des Moskauer landwirtsch. Instituts 1911. 








A. I. Smirnow: 


Alle loslichen Salze waren umkristallisiert; das Calciumcarbonat wur 
aus einer Loésung von Calciumchlorid durch Soda gefiallt, dann mehre: 
Male mit destilliertem Wasser auf dem Buchnerschen Trichter bei schnelle: 
Absaugen durchgewaschen. Fiir jedes Kulturgefi8 wurde die nétige Sal: 
menge besonders abgewogen. 

100 Samen von a Pye angustifolius wiegen im hadheastieinann Zi 
stande (mit Schalen) — 18,0958 g. Die Samen wurden nach dem Quelle:: 
und darauffolgendem Trocknen (ohne Schalen) analysiert, wobei das Gewich: 
der Samen (100 Stiick) in lufttrocknem Zustande 13,3346 g betrug. Di 
gesondert gewogenen 100 Stiick Samenschalen wogen 3,9037 g. Der Verlus: 
der Trockensubstanz wiihrend des Quellens betrug also 0,8575g ode 
4,739 % des urspriinglichen Gewichts der Samen mit Schalen. Die Same: 
wurden aus dem Grunde nach dem Quellen analysiert, weil die Samen de: 
Leguminosen gewéhnlich reich an phosphorsauren Alkalien sind, welch: 
wahrend des Quellens eine Verminderung des Stickstoffgehalts!) bewirke: 
kénnen. Bei unserem Versuch wurden die Samen erst nach wiederholten: 
Abwaschen gesiit, und darum konnte der Vergleich der gefundenen Er 
gebnisse mit der anfinglichen chemischen Zusammensetzung der nicht 
angequollenen Samen zu Fehlschliissen iiber die Verinderung des Stickstoff 
gehalts in den Keimlingen AnlaB geben. Jede der beiden Kulturen enthielt 
65 Samen. Die Samen wurden mit einer 1 proz. Bromlésung (s. weiter) steri 
lisiert und nach 24stiindigem Waschen mit sterilisiertem Wasser (destill. ) 
in GefaBe ausgesit. Das Gesamtvolumen des GefiBes betrug 16,5 Liter. 
das Volumen des unteren Teiles, der die Lésung enthielt — 3700 cem. Dir 
Kulturen befanden sich wiahrend der ganzen Versuchsdauer in einem 
Dunkelzimmer bei einer Temperatur von 16,2 bis 19,4°C. Taglich wurde 
durch die Nahrlésung Luft durchgezogen, die vorher durch Waschflaschen 
mit konzentrierter Alkalilauge und Schwefelsiure durchgeleitet wurde. 
AuBerdem konnte die Durchliiftung der oberen Teile der GefaiBe vermittels 


Diffusion durch die Watteschicht geschehen, die von oben samt einer 


Lindenholzscheibe die GefiBe bedeckte. Die Keimung aller Samen begann 
am niachsten Tage nach der Aussaat. 6 Tage nach der Aussaat wurde ein 
Unterschied in dem Wachstum der Pflanzen beobachtet: auf der Lésung 
mit Glucose waren die Keimlinge kleiner. Nach weiteren 2 Tagen wurde 
das Erscheinen der Seitenwurzelchen bemerkt. Die Kulturen mu8ten 
vorzeitig, am 13. Tage nach der Aussaat abgebrochen werden, da im Gefii 
Nr. 2 (mit Glucose) neben einem Samen, der eben erst in Keimung begriffen 


war, Schimmel auftrat. Da die Samen auf dem Netz weit voneinander 


lagen, so umfaBte das Pilzmycel nur diesen einen Samen und hatte sich 
nicht iiber die tibrigen Keimlinge verbreitet; auch konnte man das Ein- 
dringen des Mycels in die Lésung nicht bemerken (das Netz beriihrte die 
Lésung nicht). Die Sterilitatspriifung der Lésungen nach dem Versuchs- 
abschlu8 durch Ubertragung kleiner Mengen der Lésungen in Kélbchen 
mit Fleischbouillon zeigte, daB die Lésungen wihrend der Versuchsdauer 
steril bleiben*). Alle Keimlinge blieben bis zum AbschluB8 der Versuche 


1) D. N. Prianischnikow, Uber den Zerfall der EiweiSstoffe wahrend 
der Keimung, 1895, und EiweiSstoffe und ihre Verwandlungen, 1899. 

*) Bei allen folgenden Kulturen mit den Samen der Lupine habe ich 
vor der Bromsterilisation die Samen mechanisch durch einen scharfen 
Skalpell von den Spuren des Samenstiels gereinigt. Bei allen der folgenden 
Versuche mit diesen Samen habe ich keine Infektion beobachtet, so dai 
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Synthese der Saéureamide in den Pflanzen. 9 


esund. Wiahrend der Vegetationsperiode hatten sich die Volumina der 
|ésungen folgendermaBen vermindert: 
‘ultur Nr. 1 (ohne Glucose) um 220 cem oder 6% des Anfangsvolumens, 
» Nr. 2 (mit Glucose) o sere. 60m. pe 
Die nach den Versuchsabschlu8 zuriickbleibende Losung zeigte alka- 
sche Reaktion. Zur Neutralisierung derselben muBte man auf je 100 cem 
folgende Mengen (in Kubikzentimeter) n/10 Schwefelsiure verbrauchen: 
Nr.1 (ohne Glucose) Nr. 2 (mit Glucose) 
1,725 cem, 0,925 cem. 
Die Messungen der Keimlinge wurden in frischem Zustand ausgefiibrt. 





Stengel Wurzel Gesamtlange 
cm cm cm 


Kultur Nr. 1 (ohne Glucose) 13,2 11,82 25,02 
o 2 (mit ee, 93 8.57 17,87 
Das Trocknen des Materials wurde in den ersten 2 Stunden bei 80° C 
(um die Keimlinge schneller abzutéten) vorgenommen; dann wahrend 
48 Stunden bei 60 bis 65°C fortgesetzt. Im lufttrocknen Zustande hatte 
das getrocknete Material folgendes Gewicht: 





Kultur Nr. 1 Kultur Nr, 2 
~ g 
100 Keimlinge ohne Schalen . . | 11,0088 14.2877 
100 Samenschalen .. . Es 3.5088 3.9286 


Unentwickelte Keimlinge und 
nichtgekeimte Samen.... . 0,95 15 


Das Gewicht der 100 Keimlinge im Vergleich mit dem Gewicht der- 
selben Anzahl von gequollenen und wieder getrockneten Samen hatte sich 
wihrend der Versuchsdauer folgendermafen geiindert: 


um — 2,328 g oder — 17,44% des urspriingl. Samengew. in d. Kult. Nr. 1 
» + O088lg ,, + 7,15% ,, a sr Prieatis es te Ng 

Der Zusatz von Glucose zur Nahrlésung hatte also nicht nur den 
Verlust an Trockensubstanz kompensiert, sondern noch einen Gewichts- 
iiberschuB der Ernte verursacht. Die Menge der bei Kultur Nr. 2 
verbrauchten Glucose betrug 4,838 g, so daB auf je 100 Keimlinge 
8,64 g entfallen. Also werden unter den gegebenen Verhiltnissen zur 
Bildung von einer Einheit der Trockensubstanz 9,06 Einheiten Glucose 
verbraucht. Die getrockneten Keimlinge, deren Gewicht festgestellt 
war, wurden erst auf einer Miihle zerkleinert und die erhaltene Masse 
in einem Porzellanmorser so fein zerrieben, da sie durch ein 1/;-mm-Sieb 


meine friiheren Annahmen, da hier eine Inneninfektion der Samen vor- 
liegt, nicht bestitigt wurden. Das Auftreten des Pilzes im ersten Versuch 
wurde wahrscheinlich durch unbemerkt gebliebene oberflaichliche Ver- 
unreinigung der Samennahtleiste verursacht; durch diese Verunreinigung 
wurde das Vordringen des Broms an dieser Stelle bis zur Oberflache der 
Samenschale verhindert. 








10 A. 1. Smirnow: 


passieren konnte. Fiir die Bestimmung wurden Doppelanalysen aus. 
gefiihrt. Der Gesamtstickstoff wurde nach dem Verfahren von Kjelda’, 
der Eiwei®stickstoffgehalt nach Stutzer bestimmt. In dem Filtrat 
von Cu(OH), wurde vermittelst einer 10proz. Tanninlésung ein 
Fallung der eventuell vorhandenen Peptone erzielt, dann wurde de1 
Niederschlag gewaschen. Aus dem erhaltenen Filtrat und dem Wasch- 
wasser wurde im Vakuum das Ammoniak destilliert!). Der Rest des 
Destillationskolbens (es wurde bis zum Trocknen abdestilliert) wurde 
in schwacher (l0proz.) Salzsiure gelést und der Amidstickstoff in 
der erhaltenen Lésung nach Sachsse bestimmt. Der Stickstoff des 
Tanninniederschlages ist in der Tabelle nicht angegeben, da, wie es 
sich herausstellte, das Tannin in der Kupferlésung keinen Niederschlag 
der Peptone, sondern anderer Stickstoffverbindungen ergab, die nach 
den fritheren Beobachtungen von D. N. Prianischnikow wahrscheinlich 
einen Teil der organischen Basen bilden?). Der durch Tannin erzeugt« 
Niederschlag einer neuen Probe ohne vorangehende Ausscheidung 
des Eiweibes zeigte, daB die Menge des Stickstoffs im erhaltenen Nieder- 
schlage den Stickstoffgehalt des Niederschlages des Cu(QH), nicht 
iibersteigt), 

Betrachtet man nun den Gesamtstickstoffgehalt, sieht man, dal 
derselbe in den Ernteprodukten erheblich héher ist als in den Samen. 
Um die Frage zu entscheiden, ob bei dem Trocknen der Keimlinge 
ein Verlust an Ammoniakstickstoff stattfindet, und wie groB dieser 
Verlust fiir jede der Kulturen war, wurde der Gesamtstickstoff der 
ausgesiiten Samen (mit Schalen) sowie aller Ernteprodukte : der schwach- 
entwickelten Keimlinge, die bei der gesamten Analyse nicht in Be- 
tracht kamen, sowie der vollkommen entwickelten Keimlinge, der 
nicht keimenden Samen und der abgestoBenen Schalen bestimmt. 


Gesamtgehalt des Stickstoffs, 


In allen Ernteprodukten 
In dem ganzen ausgesiten Material. GefaB Nr. 1. Gefa®B Nr. 2. 


536,05 mg 564,07 mg 594,29 mg. 


In jeder Kultur war also eine Erhéhung des Stickstoffgehaltes 
um folgende Mengen in Milligrammen festgestellt: 


Nr. 1 (ohne Glucose) Nr.2 (mit Glucose) 
28,02 58,24. 


1) Dr. Antonio Longi, Landwirtsch. Versuchsstat. 32, 16, 1885; Nencki 
und Zaleski, Zeitschr. f. physiol. Chem. 38, 193, 1901; Das Verfahren wurde 
in seiner letztveranderten Form, wie es im Handb. d. Biochem. Arbeitsmeth. 
von Abderhalden 2, 527 u. 528 angegeben ist, angewandt. 

*) Prianischnikow, Ein Beitrag zur Charakteristik der PflanzeneiweiBe. 
Von der Wirkung der 4 proz. Schwefelsiure auf Legumin, Moskau 1903. 

3) A. J. Smirnow, Einwirkung der Kohlehydrate auf den Stickstoff- 
umsatz bei héheren Pflanzen; Ber. d. landwirtsch. Akad. Moskau 1918. 
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Synthese der Saureamide in den Pflanzen. ll 


Vergleicht man die Stickstoffverminderung der Lésungen mit der 
\ergréBerung des Stickstoffgehaltes in den gesamten Ernteprodukten, 
o erhilt man die absolute Héhe des Verlustes fiir jede Kultur: 


Tabelle ITI. 


13tagige Keimlinge des Lupinus angustifolius. 








Gesamt-N | Eiwei8.N Ammer | ASP& 1) | Rest-N2) 
Nummer der Kulturen in 100 Keimlingen 





mg mg % mg | 








mg 





mg 








Nr. 1 (ohne Glucose) . || 904,5.8,22 19421,76 63,8 0,59 4668 4,24 178.2 1,67 
Nr. 2 (mit Glucose) . || 934,26,54 262,61,81 34,4 0.24 446.8 3,00) 190.4 1,46 
Samen(ohneSchalen) |, 809,8,6,07 | 750.9563 — — >) —) — —_- — 


' 





Verminderung des Stickstoffgehaltes Gesamtverlust des Stickstoffs%) in der 


der Lésungen. ganzen Kultur. 
|e) ae ee ene Ye 48,98 mg (77,0 — 28,02) 
ee meee 27,56 (85,8 — 58,24) 


Lupinus angustifolius scheint in seinem Verhalten zur Ammoniak- 
ernihrung im Dunklen etwas von L. luteus abzuweichen, das ist wohl 
in Verbindung mit dem geringeren Prozentgehalt an Stickstoff zu 
bringen. Immerhin bleibt der Charakter dieser Beziehungen zur 
Ammoniakernihrung derselbe. Nur der dritte Teil (4%) des ab- 
sorbierten Stickstoffs wurde von den Keimlingen, die auf rein an- 
organischen Salzlésungen aufgezogen waren, zuriickgehalten, wihrend 
der Rest des Stickstoffs (?/,) verloren ging. Beim Zusatz von Glucose 
wurde das Verhiltnis zur Stickstoffernahrung geindert; die Keimlinge 
konnten unter diesen Bedingungen mehr Stickstoff ansammeln. Doch 
bei absolut gréBerer Aufspeicherung des Ammoniaks aus den Lésungen 
hatten die Keimlinge, die durch Glucose ernaéhrt wurden, beinahe zweimal 
weniger Ammoniak in ihren Geweben angesammelt als diejenigen, die 
nur durch anorganische Salzlésungen erndhrt wurden. Uber den Aspa- 
raginstickstoff gab der angestellte Versuch keine bestimmten Auf- 


1) Als Asparaginstickstoff ist der doppelte Amidstickstoff angenommen, 
d. h. derjenige Stickstoff, der bei dem Kochen mit HCl sich in Form von 
NH, abspaltet. 

*) Der Stickstoff dieser Gruppe (hauptsachlich der Aminoséuren) 
wurde erhalten indem man die Summe des Eiwei$, Ammoniak, und _ ver- 
doppelten Amid (Asparagin)-Stickstoff von dem Gesamtstickstoff sub- 
trahierte. 

8) Es ist méglich, daB der Stickstoffverlust auch geringer war, da 
aus den Samen, welche in dem GefaB keimten, nach mehrmaligen Waschun- 
gen (vom Brom) mehr Stickstoff verloren werden konnte, als bei nur ge- 
quollenen Samen, die unmittelbar danach getrocknet wurden. Aus diesem 
Grunde konnten sich die ausgesiten Samen von den unmittelbar analy- 
sierten durch einen geringeren Stickstoffgehalt unterscheiden. 

































A. I. Smirnow: 


schliisse. Statt der bei der Ernahrung der Keimlinge durch Gluc: 
erwarteten Steigerung des Asparaginstickstoffgehaltes wurde ein Geha | 
fiir Asparaginstickstoff gefunden, der um ein weniges kleiner war ais 
bei den Keimlingen, die rein anorganisch (ohne Zusatz von Glucos: 
ernihrt waren. 

Keine Erhéhung des Asparagingehaltes in den Keimlingen, die durc)) 
Glucose (++ Mineralsalze) ernihrt wurden, konnte durch eine (relativ) 
ungeniigende Zufuhr von Ammoniak aus den Lésungen und dure) 
geringeren EiweiBabbau in diesen Keimlingen im Vergleich mit denen 
die keine Glucose erhielten, erklirt werden!). Die meisten zeit 
gendssischen Physiologen sind der Meinung, daB das Asparagin in 
seiner Hauptmenge eine Form der Aufspeicherung des iiberschiissigen 
Ammoniaks darstellt. Eine solche iiberschiissige Ammoniakauf 
speicherung konnte in der Kultur Nr. 2 aus dem Grunde nicht statt 
finden, weil die Ammoniakzufuhr von aufen mit geringerer Geschwindig- 
keit vor sich geht als seine Umwandlung in der Synthese der Amino- 
siuren. Folgender Versuch wird uns zeigen, daB bei langerer Kultur, 
wihrend welcher eine gréBere Zufuhr des Ammoniaks von auBen statt- 
gefunden hat, der Einflu8 der Glucose sich in einer Anreicherung des 
Amidstickstoffs bemerkbar macht. Doch schon der erste, eben be- 
schriebene Versuch zeigt uns deutlich, daB die Ernahrung mit Glucose 
den Stickstoffwechsel der Lupine, die auf einer Ammoniaklésung er- 
zogen wird, anders gestaltet. Diese Tendenz der Abweichung vom 
Typus der Lupine im Sinne einer Anniaherung an Pflanzen, die in 
ihren Samen einen reichen Vorrat an Reservekohlehydraten besitzen, 
zeigt sich sowohl in einer starkeren Absorption und einem intensiveren 
Zuriickhalten des von aufen aufgenommenen Ammoniaks, als auch 
in dem geringeren Zerfall des EiweiBes, einer geringeren Aufspeicherung 
des unverinderten Ammoniaks in den Geweben und endlich in dem 
Verhaltnis des Asparagins zum Ammoniakstickstoff: 

Kultur Nr.1 (ohne Glucose) Kultur Nr.2 (mit Glucose) 
N des Asparagins 466,8 : 446,8 12.99. 


) 


N des Ammoniaks 65,3 : 34,4 


Wenn dieses Verhaltnis in der Kultur Nr. 1 als Einheit angenommen 
wird, so ist es fiir Kultur Nr. 2 gleich 1,9. Da der eben beschriebene 
Versuch vorzeitig abgebrochen werden mute, so wurde er wiederholt, 
wobei beide Kulturen bis zum Ende des Versuches (annahernd 4 Wochen) 
vollkommen steril bleiben. 


1) Der intensivere Verlauf der destruktiven Prozesse in den Keim- 
lingen der Kultur Nr. 1 konnte bis zu einem gewissen Grade eine Erhéhung 
des Amidstickstoffgehalts sowohl auf Kosten der im Eiwei8molekiil ent- 
haltenen Amiden (Osborne), als auch auf Kosten des Harnstoffs, der ein 
Zwischenprodukt der Argininzerstérung darstellt, bewirken. 
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Synthese der Saéureamide in den Pflanzen. 


Versuch 4. Sterilisation der Samen mit einer 1 proz. Bromlésung 
(40 Minuten) und Aussaat am 14. August. 

Fiir jede der Kulturen wurden 70 Samen ausgelegt. Die Temperatur 
des dunklen Zimmers, in dem sich die Kulturen befanden, betrug 18,8 bis 
22,5° C. 

Wie bei dem vorgehenden Versuch wurden die Kulturen jeden Tag 
durchliiftet. Auf dem Gefaif ohne Glucosezusatz war wiederum in den 
ersten Tagen eine stirkere Entwicklung simtlicher Keimpflanzen zu 
hbeobachten. Nach 5 Tagen erschienen bei den Keimlingen, denen aus- 
chlieBlich Mineralsalze zugefiihrt wurden, die ersten Blattchen und am 
nachsten Tage war an beiden Kulturen das Erscheinen der Seitenwurzeln 
zu beobachten. Am zehnten Tage nach der Aussaat war bei der Glucose- 
kultur eine stark ausgepragte Verzogerung des Wachstums bemerkbar. 
Nach 3 Wochen (3. September) entwickelten sich in der Glucosekultur die 
Seitenwurzeln stirker. Die Entwicklung der oberirdischen Teile derjenigen 
Keimlinge, die ohne Glucose ernahrt wurden, verzégerte sich nach dem 
Erscheinen des ersten Blattpaares; das Wachstum der Keimlinge auf der 
Glucoselésung schritt dagegen auch nach der Entwicklung des ersten 
Blattchenpaares mit der friiheren Geschwindigkeit fort. Der Stengel streckte 
sich nach oben und entwickelte die niachsten Blatter. Die Wurzeln einiger 
auf der Glucoselésung befindlicher Keimlinge entledigten sich zu dieser 
Zeit der Wurzelhauben. Bei den Wurzeln dieser Kultur war die Epidermis 
gerippt und von Rissen durchzogen, wahrend die Oberflache der Wurzeln 
der Kultur ohne Glucosezusatz vollkommen glatt war. Die Wurzeln der 
auf der glucosehaltigen Lésung befindlichen Keimlinge waren von einer 
dunkel braunlichen Schattierung; sie bogen und kriimmten sich gegen die 
Oberfliche der Lésung. Am 26sten ‘ag nach der Aussaat wurden die 
Kulturen photographiert. Am niachsten Tage wurde der Versuch abge- 
schlossen. In den letzten Tagen konnte man in den oberen Teilen der Keim- 
linge, die keine Glucose erhielten, eine Turgorabnahme beobachten. 
Aus diesem Grunde wurden die Versuche abgeschlossen. 


Aus diesem Versuche geht also hervor, daB das Wachsen der Keim- 
linge, die durch Glucose ernihrt, anfanglich viel schwacher war, als 
bei den Keimlingen, die nur anorganisch ernihrt wurden (ohne Glucose), 
ein Vorgang, der schon im vorhergehenden Versuche beobachtet war. 
Spiter hatten die Keimlinge, die auf Glucose gezogen wurden, in ihrer 
Entwicklung die Kontrollkeimlinge (ohne Glucose) nicht nur eingeholt, 
sondern sogar etwas iibertroffen. AuBerdem konnten in diesem Ver- 
suche einige sehr bemerkbare morphologische Eigentiimlichkeiten der 
beiden parallelen Kulturen nachgewiesen werden. In der Kultur mit 
Glucose zeichnete sich das Wurzelsystem auBer durch starke Ent- 
wicklung der seitlichen Wurzeln, durch die Kirze und Verbiegung 
der Hauptwurzeln, noch durch eine bedeutende Verdickung der letzteren 
sowie durch stark ausgepriigte Gerippeltheit der der Lange nach 
mit Rissen durchzogenen oberflichlichen Gewebe aus. Die Eigen- 
tiimlichkeit der Stengel dieser Kultur bestand in der starkeren 
Entwicklung des oberen Stengelgliedes gegeniiber dem _ unteren, 
withrend bei den nicht mit Glucose ernihrten Keimlingen diese Ent- 
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wicklung umgekehrt verlief. Das untere Stengelglied der auf glucos: 


haltiger Nahrlésung gewachsenen Keimlinge war kiirzer, wihrend das 
obere linger als dieselben Teile der ohne Glucose gewachsenen Keim. 
linge war. Die oberirdischen Teile der Keimlinge, welche auf Glucos«- 
lésung gezogen wurden, wichen, allem Anscheine nach, von dem 
Typus der etiolierten Pflanze ab!). Im Durchschnitt waren die Lingen 
der einzelnen Teile der Keimlinge folgende: 





Gesamte 
Lange der 
Keimlinge 


Haupt-| Unteres Oberes Der ganze 
wurzeln | Stengelglied | Stengelglied Stengel 2) 


Nr. 3 (ohne Glucose) . em 11,34) 9,24 5,63 12,42 23,76 
Nr. 4 (mit Glucose). .  , | 11,25) 7,104 7,57 13,02 24,27 


Im ersten Versuche waren solche Abweichungen vermutlich wegen 
des geringen Alters der Keimlinge nicht bemerkt worden. Diese Ab- 
weichungen treten spiter hervor, wenn die Entwicklung des oberen 
Teiles des Stengels beginnt. Wahrend der Vegetationszeit verminderten 
sich die Volumina der Lésungen um: 

210 cem oder 5,7% des anfanglichen Volumens fiir Kultur ohne Glucose; 
230com ,, 6,2% ,, is mt - 7 is is 

Die Alkalitat der nach dem Versuchsabschlu8 nachgebliebenen 
Lésung war gréBer als im ersten Versuche. Zur Neutralisierung von 
100 ccm der Lésung wurden folgende Mengen von n/10 Schwefelsiure 
verbraucht: 

Ohne Glucose. Mit Glucose. 
2,425 cm 2,675 cm 

Die alkalische Reaktion war starker als bei dem ersten Versuche, 
obwohl die GefaBe wiederholt sterilisiert wurden und die Auslaugung 
des Glases der GefaBe sich dadurch verringern miiBte. Augenscheinlich 
bewirken die Keimlinge mit zunehmendem Alter die alkalische Reaktion 
der Lésung. 

Die Keimlinge wurden im frischen Zustande beim AbschluB des 
Versuches gemessen. Das Trocknen des Materials wurde ebenso wie 
im ersten Versuche vorgenommen. Im lufttrockenen Zustande wog 
das Material, auf 100 Keimlinge umgerechnet: 


1) Im Jahre 1873 hatte Pfeffer nachgewiesen, daB bei der Kultur von 
Lupinus luteus im Licht, aber ohne CO,-Zutritt, d. h. ohne die Méglichkeit 
Kohlehydrate zu synthesieren, die Keimlinge den Habitus etiolierter 
Pflanzen annehmen. 

®) Die bei der Bestimmung der GréBenverhiltnisse des oberen und 
unteren Stengelgliedes erhaltenen Werte entsprachen nicht immer der 
Gesamtlinge des Stengels, weil bei einigen Exemplaren der obere Teil 
volistandig fehlte, so dafB die GréBenwerte fiir den ganzen Stengel und 
seine Teile das arithmetische Mittel der einzelnen Messungen darstellen. 
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Mit Glucose Ohne Glucose 


| Orne sn? 52a bcs ag ail he ys ters ay 10,5404 g 17,2182 ¢ 
tg ee Sy cee ee 4.0755 3.9939 
Unentwickelte Keimlinge und nicht gekeimte 
Samen (ohne Schalen)........... 2.9605 2.0573 
Fir je 100 Keimlinge verinderte sich, im Vergleich mit derselben 
Zahl gequollener und getrockneter Samen (ohne Schalen) das Ge- 
wicht um: 
- 2,7942 g oder — 20,96% v. Gew. d. Samen f. Kulturen ohne Glucose, 
OO yy) SOE sp) ie gs a ae i mit a 
Hier war die Zunahme an Trockensubstanz in den Keimlingen 
stirker als im ersten Versuche. Entsprechend verminderte sich gegen- 
iiber dem ersten Versuche der Glucosegehalt der Lésung um mehr 
als 14mal, und zwar betrug die Differenz 7,797 g, was auf 100 Keim- 
linge — 15,63 g ausmacht. In diesem Versuche benétigte man also pro 
Einheit Trockensubstanzzunahme je 4,02 Einheiten Glucose, d. h. die 
Halfte der im vorhergehenden Versuche gefundenen Menge. Dies beruht 
auf dem gréBeren Alter der Keimlinge in letztem Versuche, in welchem 
die Atmung der Keimlinge gegen das Ende zu bedeutend abnahm 
und die aufgenommene Glucose weniger intensiv verbrannt wurde, als 
dies bei jungen Keimlingen der Fall war. Die Vorbereitung des Materials 
fir die Analyse und das fiir die Analyse angewandte Verfahren waren 
dieselben wie im vorigen Versuche. Auch hier war in den Keimlingen, 
im Vergleich zu den Samen, ein Zuwachs an Gesamtstickstoff bemerkbar, 
dabei wurde der bedeutendste Zuwachs wieder bei den mit Glucose 
ernihrten Keimlingen erzielt. Um zu bestimmen, welcher Teil des 
absorbierten Stickstoffs von den Keimlingen zuriickgehalten und welcher 
Teil verloren ging, nahm man dieselben Bestimmungen wie im vorigen 
Versuche vor, d. h. es wurden erstens die Mengen des Stickstoffs be- 
rechnet, die jeder Kultur mit den gesiiten Samen (und Schalen) zu- 
gefiihrt wurde, und zweitens die Stickstoffmenge bestimmt, die sich 
nach dem AbschluB8 des Versuches in den geernteten Pflanzen befand. 
Die Gesamtstickstoffmenge betrug: 
In den geernteten Pflanzen 
In den ausgesiten Samen (mit Schalen). ohne Glucose. mit Glucose. 
582,43 mg 662,13 mg 732,09 mg 
Die Kulturen wurden also um folgende Stickstoffmenge bereichert : 
Ohne Glucose. Mit Glucose. 
79,75 mg 149,66 mg 
Der Stickstoffverlust, wenn man denselben aus den aufgenommenen 
Mengen des Ammoniaks ausgehend berechnet, war in diesem Versuche 
geringer, wie es folgenden Daten zu entnehmen ist: 
Verminderuny des Stickstoffgehaltes der Lésungen. Stickstoffverlust der ganzen Kultur. 
Ohne Glucose... . . 116,4 mg 36,65 mg (116,4 — 79,75) 
Mit Glucose. .... . 180,1 30,44 (180,1 149,66) 
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Der verhaltnismaBig groBe Stickstoffverlust in dem ersten Ve 
suche war augenscheinlich dadurch hervorgerufen, daB beim Trockne:; 


im Laboratorium die Keimlinge infolge der nassen Witterung viv! 


Wasser aufgenommen hatten und deswegen zum zweitenmal getrockne' 
werden muBten. Dieses zweimalige Trocknen ist auch wahrscheinli: 

der Grund des groBen Stickstoffverlustes der Keimlinge des vorher- 
gehenden Versuches gewesen. Doch ist auch bei diesem letzter 

Versuche bemerkbar, daB der Stickstoffverlust fiir jede Einheit d 

absorbierten Ammoniaks in den mit Glucose ernihrten Keimlingen 
geringer ist als in denen der Kontrollkultur (ohne Glucose). 


Tabelle IV. 
27tagige Keimlinge von Lupinus angustifolius. 





Gesamt-N || Eiweif-N || Ammoniak- Asparagin-N|! Rest-N 
N . 


Nummer der Kultur In 100 Keimlingen 


|} mg | %% mg | % || mg | % | mg | % | mg 


3 (ohne Glucose . . |1002,71 9,51| 216,49'2,05) 128,0 1,17/490,92 4,66) 173,2 1,63 
4 (mit Glucose) . . |1249,18 7,26))379,9 2:21) $1.910,486192 3.60 168.20.97 
Samen (ohne Schale) | 809,8 6,07) 750,9 5,63); — | — | — 


i 

Auch hier enthielten die Keimlinge der Glucoselésung, ungeachtet 
der intensiveren Aufnahme des Ammoniaks aus der Liésung, wiederum 
weniger Ammoniakstickstoff als die Keimlinge der Kultur, welch: 
durch eine Minerallésung ernihrt worden waren. Die Abhingigkeit 
der Asparaginbildung von der Anwesenheit der Kohlehydrate auf 
Kosten des von auBen zugefiihrten Ammoniaks offenbart sich hier 
ebenso bestimmt wie die Abhangigkeit der Aufspeicherung des Ammo- 
niaks von dem Mangel an Kohlehydraten. 

Keimlinge (L. angustifolius), die mit Ammoniakstickstoff und 
Glucose erndhrt wurden, enthielten bei geringer Aufspeicherung des Ammo- 
niaks im Gewebe grépere Mengen des Amid- (Asparagin-) Stickstoffs 
als Keimlinge, welchen nur Ammoniakstickstoff, doch keine Glucose zu- 
gefiihrt wurde. 

Das Verhaltnis der Mengen des Asparagin- zum Ammoniakstickstoff 
ist in diesem Falle das gleiche wie auch im vorigen Versuche: 

Ohne Glucose Mit Glucose 
N des Asparagins 490,02 619,2 


N des Ammoniaks 122,0 ae: 81,9 


Folglich ist auch hier das Verhiltnis der Kultur auf der Lésung 
ohne Glucose fast zweimal so klein wie auf der Lésung mit Glucose 
(wieder 1: 1,9). 

Bei Mangel an Kohlehydraten oder bei kiinstlicher Beseitigung 
der vorritigen Kohlehydrate durch Entfernung des Endosperms wird 


7,56. 
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i Keimlingen, die reich an vorratigen stickstofffreien Verbindungen 
sind (Gramineen), infolge der Darreichung von Ammoniaksalzlésungen 
in den Geweben nicht nur Ammoniak gespeichert, sondern (bei groBem 
Mangel an Kohlehydraten) das Asparagin zerlegt; dadurch werden 
diese Keimlinge von Pflanzen, die verhiltnismai®ig arm an Kohle- 
hydraten sind, genahrt'). 

Umgekehrt kann man die Keimlinge, die arm an stickstofffreien 
Reservestoffen sind (Lupine), bei kinstlicher Ernahrung mit Kohle- 
hydraten (im Dunkeln) nicht nur zu einer geringeren Speicherung 
von Ammoniak in den Geweben veranlassen, sondern bei lingerer 
Kultur dieser Keimlinge auch ihren Gehalt an Amiden (Asparagin) 
erhéhen und in dieser Hinsicht die genannten Pflanzen zu den Pflanzen 
der ersten Gruppe nihern. 


II. 

Um ein erschépfendes und vollstiindiges Bild der betreffenden 
Synthese zu liefern, bleibt nur noch zu untersuchen, in welcher Form 
sich die stickstofffreien Stoffe mit dem Ammoniak bei der Bildung 
der Saureamide der Pflanzen vereinigen. 

O. Loew*) sprach in bezug auf das Asparagin im Jahre 1896 die Ver- 
mutung aus, daB die Synthese dieses Amids unmittelbar auf Kosten des 
Ammoniaks und der Glucose erfolgt, und stellte sogar die folgende Formel 
dieser Synthese auf: 

2NH, + C,H,,0, + 60 = C,H,N,O; + 2CO, + 5H,0. 

In dieser Reaktion kann nur die Beteiligung des Sauerstoffs auSer 
Zweifel gestellt werden. Noch im Jahre 1889 zeigte Palladin*), daB das 
Vorhandensein des Sauerstoffs bei der Bildung des Asparagins in den 
Pflanzen unbedingt nétig ist. Diese Tatsache wurde spater von Godlewski, 
Susucki und Schulze bestatigt. Bei den Versuchen von Palladin entstanden 
in Abwesenheit von Luft Thyrosin und Leucin in den Keimlingen des 
Weizens, wahrend bei Luftzutritt diese Aminosiuren verschwanden und 
durch Asparagin ersetzt wurden. Aus der Forme] von Loew ist nicht zu 
ersehen, wann und was oxydiert wird. Diese Formel gibt keinen Auf- 
schluB8, welche Produkte zuerst der Oxydation unterliegen; es ist nicht 
klar, ob anfanglich ein dem Glucosamin ahnliches Produkt der Wechsel- 
wirkung von Glucose und Ammoniak oxydiert wird, oder ob zuerst die 
Oxydation von Glucose stattfindet und spiter erst ihre Oxydationsprodukte 
mit Ammoniak reagieren, so da je nach den Bedingungen ein bestimmtes 


1) D. N. Prianischnikow, Aufsatz in der Jubilaumsfestschrift zu Ehren 
K. A. Timiriasjeff; auch in TX und X der Berichte des agrikultur-chemi- 
schen Laboratoriums des Moskauer Landwirtschaftl. Instituts. 

2) O. Loew, Chem.-Ztg. 20, 149, 1896. 

3) W. Palladin, Warschau 1883. Zwar sah Palladin damals das Aspa- 
ragin als Produkt destruktiver Prozesse an, was jetzt nur fiir einen geringen 
Teil des in der Pflanze enthaltenen Asparagins wahrscheinlich ist, doch 
war die Notwendigkeit des Sauerstoffs fiir die Aufspeicherung des Aspa- 
ragins bereits damals erkannt worden. 

Biochemische Zeitschrift Band 137. 9 
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Amid oder eine bestimmte Aminosiure entsteht. Doch fehlen experime: 
telle Beweise fiir die Hypothese, daB die Synthese der Amide durch Ox, 
dation des Produktes der Wechselwirkung zwischen Ammoniak und Glucos 
stattfindet. Fiir die zweite Hypothese, die iiber die Synthese der Amid 
aus Ammoniak und Kohlehydraten aufgestellt werden kann, nimlich da 
bei der Amidbildung zuerst die Kohlehydrate oxydiert werden und ers 
spiter die Oxydationsprodukte der Kohlehydrate durch Wechselwirkun, 
mit Ammoniak die Amide bilden, sprechen dagegen einige biochemisch« 
Beobachtungen. So kann z. B. die Apfelsiture, die das Produkt der Oxy 
dation von Glucose ist, als Ausgangsmaterial fiir Asparaginbildung i 
Betracht kommen. Die Teilnahme von Apfel- und Bernsteinsiure in der 
Synthese dieses Amides ist durch die Ahnlichkeit, die in der Struktur dieser 
Sauren mit derjenigen des Endproduktes (Asparagin) besteht, zu erklaren. 
Die ersten Vermutungen iiber den Anteil dieser Siiuren an der Synthese 
des Asparagins wurden im Jahre 1886 von C.0O. Miiller') ausgesprochen. 
Diese beiden Saiuren kommen in den Pflanzen haufig vor; wie die For 
schungen von Puriewitsch ergeben haben, entsteht die Apfelsiure aus der 
Glucose 2). 

Bei der Erforschung der Synthese der pflanzlichen Saéureamide auf 
Kosten des Ammoniaks und der stickstofffreien Verbindungen miissen 
zwei Phasen unterschieden werden. Erstens die Art der Entstehung der 
Amide und zweitens der Aminogruppe, denn die pflanziichen Saureamide 
stellen Amide der Aminosiauren dar. Die Aufklarung dieser Synthese kann 
als erster Schritt zur Erforschung der Aminosiurensynthese angesehen 
werden, d.h. sie dient zur Lésung eines allgemeinen Problems iiber die 
Synthese der EiweiSkomponenten in den Pflanzen. Fiir die Amidogruppe 
nimmt man als einfachstes und wahrscheinlichstes an, da sie durch Wasser- 
abspaltung aus einem Ammoniaksalz entstehen kann. 


R.COONH, — H,O = R.CONH, + H,0. 
Diese Reaktion ist analog der in der Leber stattfindenden Bildung 
von Harnstoff aus kohlensaurem Ammonium oder aus dem in den Blut- 
kreislauf eingefiihrten carbaminsaurem Ammon: 


NH,COONH, — H,O > NH, — CO — NF,. 


Vermutlich verlauft die leichter vor sich gehende Reaktion der Ein- 
fiihrung der Amidogruppe bei Aufnahme des iiberschiissigen Ammoniaks 
durch die Pflanze nicht parallel mit der Einfiihrung der Aminogruppe, 
sondern etwas friiher. Ein Hinweis darauf ist sowohl in dem Versuche 
von G. G. Petrow, bei der Ernaihrung des Mais mit apfelsaurem Ammoniak, 
als auch in dem Versuch von J..Schulow zu finden, bei der Ernihrung von 
Mais mit Asparagin*). In beiden Versuchen bildeten die Pflanzen eine 
derartige Menge Amidstickstoff, da&8 es unmédglich war, die Menge des 
Asparagins durch Verdoppelung der Menge des Amidstickstoffs (wie das 
sonst bei Versuchen in ungerem Laboratorium iiblich war) zu bestimmen. 
Bei soleher Berechnung des Asparaginstickstoffs war die Menge des Stick- 
stoffes im Eiweif8 + Asparagin + Ammoniak gréBer als der Gehalt am 


1) Landwirtsch. Versuchsst. 88, 311, 1886. 

2) Ann. Agronom. 20, 146 u. 440, 1894. 

8) G.G. Petrow, Die Absorption des Stickstoffs durch die Pflanzen, 
S. 236—238, Moskau 1917; J.S.Schulow, Physiologische Forschungen, 
S. 150—156. Moskau 1913. 
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Cesamtstickstoff!). AuSer dem Asparagin und Glutamin ist in den Pflanzen 
der Amidostickstoff in folgenden zwei Verbindungen bekannt: in Form 
yon Alantoin (Glyoxyldiureid): 
NH—CH—NH-—-CO—NH, 
CO 
\NH—CO 
Diese Verbindung kommt in den Pflanzen nur selten und dabei nur 
in geringen Mengen vor; dagegen tritt der Amidstickstoff in Form von 


NH, 


Harnstoff (Carbamid) CO<_ H. nach den Untersuchungen von R. Fosse? 


) 
im Pflanzenreiche oft vor, wenn auch nur in kleinen Mengen im Vergleich 
zu den Saéureamiden. Diese beiden Amide kénnen also kaum als die Ur- 
sachen der in den Versuchen von J. S. Schulow und G. G. Petrow beobachteten 
Widerspriiche angesehen werden. Die Ursache der oben angegebenen 
Widerspriiche kénnte vielmehr in der nicht vollstandig abgeschlossenen 
Bildung des Saureamides liegen. Dabei miissen wir uns den Verlauf der 
Synthese so vorstellen: die Siureamidebildung ist nur bis zum Amide der 
Apfel- oder Bernsteinsiiure vorgeschritten, welches Stadium zur Zeit 
der Analyse erreicht wurde. Weiter miiBte also die letzte Phase der Syn- 
these eintreten, wihrend welcher ein Wasserstoffatom (oder Hydroxyl) 
der mittleren Kohlenstoffatome durch die Aminogruppe ersetzt wird: 


COOH.CHOH.CH,COOH +NH, >COOH.CHOH.CH,COONH, 
—~H,0 > COOH.CHOH.CH,CHNH, 
OH 


| 
COOH.CHOH.CH,.CONH, + NH, ~ COOH.CH.CH,.CONH, 


| 
NH, 
H 
— H,O > COOH.C.CH,.CO.NH,. 
NH, 

Diese Hypothese iiber die Anlagerung der Aminogruppe kann 
man, auf Grund von Tatsachen, die aus der Tierphysiologie bekannt sind, 
als wahrscheinlich aufstellen. Solche Tatsachen wurden einerseits von 
Knoop und Kurtess bei Versuchen mit Tieren, die mit Oxy- und Keto- 
siuren gefiittert wurden, andererseits aber von Embden und Schmitz fest- 
gestellt *). Die letzteren Autoren stellten Versuche mit kiinstlicher Ein- 
fihrung von Ammoniumsalzen der Oxy- und Ketosiiuren in den Blut- 
kreislauf der isolierten Leber eines Hundes an. Nach dem Fiittern der Tiere 


1) In dem Versuch von @. G. Petrow betrug dieser UberschuB 13,19 mg, 
oder 6,7% des Gehaltes an Gesamtstickstoff; in dem Versuch von 
J. Schulow — 1,55 mg oder 0,027% des Gehaltes an Gesamtstickstoff, 
wobei der Ammoniakstickstoff nicht beriicksichtigt wurde und der von 
dem Gesamt-N subtrahierte Rest aus Asparagin- und Eiwei6-N bestand. 

2) R. Fosse, Ann. de Chem. 6, 197, 1916; A. Kiesel, Das Arginin und 
sein Ursprung in den Pflanzen, S. 113 u.f. Moskau 1916. 

8) F. Knoop, Zeitschr. f. physiol. Chem. 67, 489, 1910; Knoop und 
Kurtess, ebendaselbst 71, 252, 1911; G@. Embden und FE. Schmitz, diese 
Zeitschr. 29, 423, 1910 u. 88, 393, 1912; Kura Kondo, ebendaselbst 38, 
407; H. Fellner, ebendaselbst 38, 414. 
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mit Oxy- und Ketosiuren oder mit deren Derivaten gelingt es, in de: 
Urin dieser Tiere die entsprechenden Aminosauren nachzuweisen. | 
zeigte sich ebenfalls bei den Versuchen mit kiinstlicher Einfiihrung v: 


Ammoniumsalzen der Oxy- und Ketosaéuren in den Blutkreislauf der 


Leber, daB diese Salze in entsprechende Aminosiuren verwandelt wurde 
Dabei stellte es sich auch heraus, daB die Ketosauren viel leichter un 
energischer in entsprechende Aminosiuren iibergehen als die Oxysiiuren. 
Dieses ist nach der Meinung der Verfasser daraus zu erklaren, daB die Oxy. 


siuren nicht unmittelbar fiir die Bildung der Aminosiéuren dienen kénnen: 


sie miissen vorerst zu Ketosiuren oxydiert werden. So bilden z. B. die 
Derivate der Brenztraubensiure schneller und leichter das entsprechende 
Aminoderivat, als die Milchsiure. Dabei bemerkten Knoop und Kurtess, 
da die Ketosiuren bei der Verwandlung in entsprechende Aminosiuret 
teilweise Oxysaure bilden und umgekehrt. Diese Umkehrbarkeit der chemi- 
schen Prozesse versuchen die Verfasser durch die Entstehung der hypo- 


NH, 
thetischen Oxyaminositure R-—C—COOH zu erklaren. Eine derartige 
OH 


Verbindung, die sehr unbestiindig ist, kann entweder aus der Amino- 
siure durch Hinzufiigung eines Atoms Sauerstoffs, oder aus der Ketosaure 
durch Anlagerung von Ammoniak entstehen. Fiir sich allein kann diese 
Séure eine Amino- oder eine Oxysiure bilden, wenn Reduktionsprozesse 
dominieren; bei dieser Reduktion werden zwei Atome Wasserstoff ange- 
lagert. Wenn hingegen Oxydationsprozesse vorherrschen, so wird derjenige 
Kohlenstoffatom oxydiert, der mit der Aminogruppe verbunden ist; dabei 
entsteht eine Saure, deren Kohlenstoffgehalt (um ein Atom) geringer ist. 
Infolge des Oxydationsprozesses werden CO, und NH, ausgeschieden. 

Dieser ganze Zyklus von Verwandlungen kann mit noch gréBerer 
Wabrscheinlichkeit auch im pflanzlichen Organismus stattfinden. Die 
Nachpriifung dieser Verhiiltnisse im pflanzlichen Organismus schien mir 
am einfachsten und fiir die Arbeiten unseres Laboratoriums am _ inter- 
essantesten durch Beobachtung der Synthese der pflanzlichen Saure- 
amide zu beginnen. Als Ausgangsmaterial fiir diese Synthese wurden die 
Ammoniumsalze der entsprechenden Oxy- und Ketosiiuren genommen. 
AuBer der Apfelsiure, als Oxysiiure, hatte ich bei der Synthese des Aspa- 
ragins auch die Bernsteinsiure angewandt, da die letztere haufig in den 
Pflanzen vorkommt und augenscheinlich leicht zur Apfelsiure oxydiert 
wird, wie dieses auch nach den Beobachtungen von Battelli und Stern 
unter dem Einflu8 des Ferments im Tiergewebe geschieht'). Die Oxal- 
essigsiure konnte ich bei meinen Versuchen aus dem Grunde nicht ver- 
wenden, weil ich zur Zeit der Versuchsanstellung kein Ausgangsmaterial 
fiir die Herstellung der Oxalessigsiure besaB. AuBer Apfel- und Bernstein- 
siure wurde auch die Asparaginsiure in den Kreis meiner Versuche hinein- 
gezogen, 


Die Geschwindigkeit, mit der die Asparaginbildung in verschie- 
denen Versuchen erfolgt, kénnte uns einen AufschluB auf die Frage 
geben, ob fiir die Hinzufiigung der Amidgruppe eine frither substi- 
tuierte Aminogruppe nétig ist. Wenn dieses nicht der Fall wire und 


1) F. Batelli u. L. Stern, diese Zeitschr. 30, 172, 1911. 
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die entsprechenden Stickstoffgruppen unabhingig voneinander in das 
entstehende Asparaginmolekiil eingefiigt werden, so muB die Asparagin- 
synthese langsamer verlaufen. Mit anderen Worten handelt es sich 
darum, zu erfahren, ob die Synthese iiber die Asparaginsiure oder 
iiber das Amid der Apfelsiure oder Oxalessigsiure geschieht. Nach 
dem Gesagten mu8 also der schnellere Verlauf der Asparaginbildung 
bei der Zufiihrung von Asparaginsiure als Beweis dafiir gelten, daf 
der ProzeB in der ersten Richtung verlauft. 


Versuch 5 wurde unter sterilen Bedingungen mit Mais (Nanerottolo) 
auf Mineralsalzen wie folgt ausgefiihrt: Die Nahrlésung enthielt auf 3700 cem 
(in jedem GefiB) Fliissigkeit nachstehende Salze: 1. (NH,),.8O, — 2,22 g; 
2. &pfelsaures Ammonium — 5,075g; 3. bernsteinsaures Ammonium 
— 4,5388 g. Der Salzgehalt wurde in jedem GefaiB so gewahit, da8 in allen 
GefaBen gleiche Stickstoffmengen vorhanden waren. Die Keimlinge ent- 
wickelten sich schwach und ungleichmaBig. Die Kulturen wurden wihrend 
21 Tage fortgesetzt. Obwohl auch nach 21 Tage die Entwicklung der Keim- 
linge nue unbedeutend war, wollte ich dieselben nicht linger auf der Losung 
lassen, da ich befiirchtete, da die stickstofffreien Reservestoffe fiir die 
Atmung verbraucht werden und da ein Zerfall der gebildeten Amide 
eintreten kénnte, wie das bei meinen Versuchen mit Gerste gewesen ist. 
Die Temperatur war wihrend der Versuchszeit gleich 19,8 bis 21,3°C. 
Der Gesamtstickstoff wurde nach dem Verfahren von Kjeldal, der Eiweib- 
stickstoff nach Bernstein bestimmt. Aus dem mit dem Waschwasser ver- 
einigten Filtrat wurde nach Zusatz von Magnesiumoxyd im Vakuum bei 
der Temperatur von 35 bis 40°C das Ammoniak abdestilliert. Die Destilla- 
tion wurde bis zur Trockenheit fortgesetzt und der Rest des Destillier- 
kolbens in Salzsiure gelést. In dieser sauren Lésung wurde der Amidstick- 
stoff nach Sachsse bestimmt. Die Ergebnisse der Analysen zeigt die unten- 
stehende Tabelle. 

Tabelle V. 





~ Mee ; Aspas Ammo- > 
Gesamt-N EiweiB-N ragineN niak.N RestsN 
Ammoniak in Form von In 100 Keimlingen 
mg O% mg %, mg 0 mg mg 0 
(NH,),SO,.. . . . | 253,2.2,49 168,71,66 33,8 032 10,6 0,105 40,1 0,405 
Apfelsaures Ammo- 
nium. .... . . | 286,9'2,70) 157,6.1,57 55,4 0,52) 11,1 0,105 52,8 0,505 
Bernsteinsaures 
Ammonium .. .  273,4.2,59 173,81,64 442042 0,9 0,09 463 0,355 
Samen...... . | 212,7; — | 201,7) — —{;—/f —)j—f —-} — 


Die von uns ausgesprochene Vermutung iiber einen intensiveren 
Verlauf der Synthese der Amide und in dem vorliegenden besonderen 
Falle des Asparagins auf Kosten der von aufen zugefiihrten Apfel- 
und Bernsteinsiiure oder, genauer ausgedriickt, ihrer Ammoniumsalze, 
war also experimentell bestatigt worden. Es kénnte in bezug der Amid- 
stickstoffmenge eine Einwendung gemacht werden, dafi der Grund 
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der Steigerung des Amidstickstoffgehaltes bei Ernaihrung mit apt 
und bernsteinsaurem Ammonium in der starkeren Absorption « 
Ammoniaks aus den organischen Salzen als aus dem Ammoniu: 
sulfat liegt. Tatsichlich ist der Gesamtstickstoffgehalt bei der | 
nihrung mit organischen Ammoniumsalzen héher als bei der Ernahrv 
mit Ammoniumsulfat. Doch ist dieser Einwand leicht zu widerleg: 
Vergleicht man, indem die Formen aller Stickstoffverbindungen 

Prozenten des Gesamtstickstoffgehaltes ausgedriickt werden, 
Energie der chemischen Verwandlungen des zugefiihrten Ammonia 
so erhalt man bereits einen bestimmteren Hinweis darauf, daf « 
Aufnahme der Bernstein- und Apfelsiure eine intensivere Bildung 
des Amids (Asparagins) verursacht. 


t 


Tabelle VI. 


°/, des Gesamtstickstoffs. 





Ammoniak in Form von EiweiB.N Ammoniak+«N AsparaginstN | Aminosaure-N 
(NH,),8O, ...... | 6662 4,19 13,34 15,85 
NH,C,H,O,...... || 58,42 3,87 19,30 18,41 
(Apfelsaures Ammoniak) 

CE Po: oy Re i 63,57 3,33 16,16 16,94 


(Bernsteinsaures Ammoniak) 


Auch die verhaltnismaBige Verminderung des Ammoniakgehaltes 
in dem Gewebe zeugt fiir die intensivere Umwandlung des zugefiihrten 
Ammoniaks bei Gegenwart der angewandten organischen Sauren. 

Betrachtet man die Zahlenreihen fiir die Mengen des Rest- (amino- 
sauren) Stickstoffs in Tabelle V und VI, so bemerkt man, daB der 
Gehalt dieses Stickstoffs sich ebenso verindert wie der Asparagin- 
(Amid-) Stickstoffgehalt; dabei ist die gréBte Erhéhung des Stickstoff- 
gehaltes bei dem Vorhandensein der Apfelsiiure zu bemerken. Aus 
Tabelle V ist ersichtlich, daB der Gehalt des Eiwei®stickstoffs in allen 
Kulturen gleich war. Aus diesem Grunde kann der grié®ere Gehalt des 
Monoaminsiurestickstoffs bei den Kulturen auf organischen Sauren ne chi 
der Theorie von Knoop-Embden durch die Synthese der Asparagin- 
siure erklart werden. Die Synthese verlief in Gegenwart der Apfelsiure 
schneller als bei dem Vorhandensein der Bernsteinsiure. Folglich ist 
die erstere fiir die betrachtete Synthese besser geeignet. Die von 
den Forschern auf dem Gebiete der Tierphysiologie ausgearbeitet« 
Theorie der Bildung der Aminosiuren auf Kosten des Ammoniaks 
und der entsprechenden Oxy- und Ketonsiiuren kann auch auf den 
Pflanzenorganismus angewandt werden — jedoch mit der Erginzung, 
daB die Pflanzen, als stiirker synthetisierende Organismen, fahig sind, 
die Aminosiiuren und die Amide der Aminosiuren nicht nur auf Kosten 
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ier entsprechenden Oxy- und Ketonsauren in Gegenwart des Ammo- 
\iaks, sondern auch auf Kosten derjenigen organischen Sauren zu 
jilden, die eine ihnem gleich lange Kohlenstoffkette besitzen. 


Versuch 6 wurde, wie auch der fiinfte, mit Mais (,, Besentschuk seher**) 
wusgefiihrt. Um in den Keimlingen eine gréBere Aufspeicherung des Ammo- 
niaks und der organischen Saéuren zu erzielen und damit eine intensivere 
Bildung des Asparagins hervorzurufen, wurde beabsichtigt, die Versuchs- 
dauer méglichst zu verlangern. Zu diesem Zwecke wurde in jedes GefaB 
auBer einer vollstaindigen Niahrsalzlésung noch 3% Saccharose beigefiigt. 
Auf jede 3700 ccm der Lésung wurden folgende Mengen von Salzen gegeben: 
KH,PO, — 0,5032g; KCl — 0,2775g; MgSO, + 7H,O — 0,1287 g; 
Fe,(SO,), — 0,0307 g; CaSO,.2 H,O — 2,8929g und 111g Saccharose. 
Die GefaBe wurden nach den verschiedenen Stickstoffquellen unterschieden : 
1. schwefelsaures Ammonium; 2. apfelsaures Ammonium (N H,C,H;0;); 
3. bernsteinsaures Ammonium (NH,C,H,;0,); 4. asparaginsaures Am- 
monium (NH,C,H;NO,). 

Ammoniumsulfat wurde in einer Menge von 0,05% gegeben; andere 
stickstoffhaltige Salze wurden nach ihrem Stickstoffgehalt berechnet und 
in die iibrigen GefiBe verteilt. Dadurch wurde mit dem asparaginsauren 
Ammonium, das die Halfte seines Stickstoffes am Kohlenstoff gebunden 
hat, im Vergleich mit anderen Stickstoffquellen nur die halbe Menge von 
Ammoniak gegeben. Da in dem vorigen Versuch ein Hinweis darauf vor- 
handen war, daB die Bildung des Asparagins auf dem Wege iiber die Aspa- 
raginsiure geschieht, so wurde zwecks Nachpriifung dieser Beobachtung 
eine Kultur mit asparaginsaurem Ammoniak aufgestellt. Da das asparagin- 
saure Ammoniak die letzte Stufe in dem Prozef der Asparaginbildung 
darstellt, so miiBte es den Amidstickstoffgehalt in den Pflanzenkeimlingen 
am meisten erhéhen. Es gelang nicht, die Kultur, wie urspriinglich beab- 
sichtigt wurde, langere Zeit durchzufiihren. Der Versuch muBte plotzlich 
unterbrochen werden, um der Verinderung der Lésung infolge einer fest- 
gestellten Infektion zuvorzukommen. Einige Samen (3 bis 4 von 100 im 
GefiB) keimten erst 2 Wochen nach der Aussaat, und gleichzeitig bei ihrer 
Keimung zeigte sich auch der Pilz, welcher die Infektion hervorrief'). 

Ungeachtet der kurzen Versuchsdauer der Kulturen (2 Wochen) waren 
die Entwicklung der Keimlinge und die erfolgte Aufnahme der Ammoniak- 
salze bedeutend gréBer, als im fiinften Versuch. Die Ergebnisse der Mes- 
sungen und Gewichtsbestimmungen der Keimlinge sind in Tabelle VIL 
enthalten. 

Durch Hinzufiigung des Zuckers zu der Nahrlésung wurde eine 
Anderung der Stickstoffverteilung in den einzelnen Gruppen hervor- 
gerufen, indem der EiweiSstickstoffgehalt im Vergleich mit dem Gesamt- 
stickstoffgehalt vergréBert und der Gehalt an aminosaurem Stickstoff 
vermindert wurde. Die absoluten Zahlen sind ebenfalls, infolge einer 


1) Das GefiB, welches apfelsaures Ammoniak enthielt, muSte bei dem 
Versuch vdllig ausgeschlossen werden, da in diesem GefaB noch friiher 
eine Infektion durch Penicillium und Bakterien bemerkt wurde, was als 
Hinweis auf den duBeren Ursprung der Infektion angesehen werden kann. 
(Die augenscheinliche Veranlassung der Infektion lag wohl an einer zer- 
sprungenen Réhre fiir Luftdurchsaugung. ) 
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Tabelle VII. ragi 
: LOs 





Bersteinsaures | Asparaginsaures 
Gemessene Groen (N Hye SO, Ammoniak | mmoniak Same: auc 
NHyCyH;O, | NH,yCyHe NO, 





in 
Mittlere Linge des Stengels . 18,5cem 21,22 cm 20,64 cm — 

" » der Wurzel. . 8,4 ,, 12,95. ,, 14,59 _,, stic 
Gonamtlinge. 6... 6b: iecicse: alex WO Bony S447 5. 4-0 8B22-,, - a 
Gewicht von 100 Stengel . . | 15,4844¢ 16,2548 g 16,3603 g  17,6¢ mii 

100 Axialorganen — 6,6776 ,, 8,0747,, | 7,515 ,, — 
100 Endospermen | 8,7568 ,, 8,1801 ,, 8,8453 ,, || — 
Erhéhung des Stickstoffgehalts — 
in 100 Keimlingen im Ver- 
gleich mit dem Samen. . . 907mg = 119,6mg 1225mg | — 
rs ‘ ‘ yl we . (N 
stirkeren Aufnahme des Ammoniaks durch die Keimlinge und eines ts 
an Stickstoff reicheren Saatmaterials, bedeutend héhere. Das Schema As 
der Analyse blieb dasselbe wie auch in den vorigen Versuchen. 

Da die Aufnahme des Kohlehydrats aus der Lésung durch die : 
Keimlinge eine im Vergleich mit dem gewéhnlichen Verlauf der Synthese at 
im Dunkeln intensivere Synthese des EiweiBes hervorrief, so wurde Z 

* ° . xy 8 
die Wirkung der Asparaginsiure geschwicht. Am stirksten wurde 

das Kohlehydrat gerade aus der Lésung mit asparaginsaurem Ammo- 4 

niak aufgenommen. F 

Tabelle VIII. V 

Geese eee 1 Ammoniak: : I >< ] : 

sesamt*N Eiweif.N N Asparagin«N Rest-N f 

Die Quellen des Stickstoffs in 100 Keimlingen P 

mg of, mg %G mg Fo gm % mg 


1) a | ee 
NH,C,H,0,; (bern- ,* | 
steins .Ammoniak)  468,0,2,88 317,03 1,95 | 19,75.9,12) 91,52.0,56 39,63 0,24 
NH,C,H, NO, (aspa- 
ragins. Ammoniak) | 470,9/2,88/330,2 2,00 | 21,51 0,12 | 78,0 0,48 | 20,99 0,19 
ie OS Fee eee ee | 


439,1 2,85 293,2 1,9 | 19,340.18 | 66,880,44 60,18 0,39 





Vergleicht man nach Tabelle VII die Gewichte der zuriickgeblie- 
benen Endospermen und der Axialorgane, so ist zu bemerken, daB die 
Axialorgane auf der Lésung mit asparaginsaurem Ammoniak, bei 
geringerem Verbrauch der in den Endospermen aufgespeicherten 
Reservestoffe (besonders der Kohlehydrate), ein hdéheres Gewicht 
zeigten, als die auf der Lésung des schwefelsauren Ammoniaks ge- 
wachsenen. Die durch bernsteinsaures Ammoniak ernihrten Axial- 
organe wogen mehr als die Organe, welche durch asparaginsaures N 
ernihrt wurden; doch war dafiir auch im ersten Falle der Verbrauch 
der aufgespeicherten Kohlehydrate héher. Im Zusammenhang mit 
der stiirkeren Absorption der Kohlehydrate aus der Lésung mit aspa- 
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raginsaurem Ammoniak war auch die Bildung des Eiweifes auf dieser 
Lésung stirker. Die intensivere Synthese des EiweiBes!) verursachte 
auch einen starkeren Verbrauch der Asparaginsiiure als solche oder 
in Form ihres Amids. 

Driickt man die GréBen der Tabelle VIII in Prozenten des Gesamt- 
stickstoffs der Pflanzenkeimlinge der betreffenden Lésungen aus, so 
erhalt man Zahlen, die fiir den Asparagin- und Ammoniakstickstoff 
mit den im vorigen Versuche gewonnenen Zahlen iibereinstimmen. 


Tabelle IX. 





Ammoniak in Form von Eiweif*N | Ammoniak-N | Asparagin-N | Aminos. N 
LOE COLT ee eer See eee 66,79 4.4 15,10 13,67 
Bernsteinsaures Ammoniak . . 67,75 4,2 19,52 8,47 
Asparaginsaures Ammoniak. . 70,25 4,5 17,6 6,59 


Die erhéhte Aufnahme des Stickstoffs durch die Keimlinge ver- 
gréBerte zwar die absolute Menge an Asparagin- und Ammoniak- 
stickstoff, veriinderte jedoch das Verhiltnis der letzteren zum Gesamt- 
stickstoffgehalt nicht. 

Die Untersuchung des Verlaufes des letzten Stadiums der Synthese 
nimlich, der Siureamide in den Pflanzen, d.h. ob zuerst die Bildung der 
Amin- oder die der Amidgruppe vor sich geht, kann also erst durch 
weitere Versuche aufgeklirt werden. Die Ergebnisse des ersten Versuches 
sprachen scheinbar fiir die nach der Entstehung der Aminosiiure er- 
folgende Bildung des Amids. Doch wiirde sich eine solche Behauptung 
als eine voreilige erweisen. Der Versuch mit der Asparaginsiure be- 
kraftigte meine Vermutung betreffs der Reihenfolge der Einfiihrung 
der Stickstoffgruppen bei der Synthese des Asparagins nicht. Nichts- 
destoweniger wird die Wahrscheinlichkeit dieser meiner Vermutung 
durch den letzten Versuch keineswegs wiederlegt, denn das Ausbleiben 
der intensiveren Aufspeicherung des Asparagins bei der Ermahrung 
durch Asparaginsiure kann auch durch den hohen Verbrauch sowohl der 
Saure, als auch ihres Amids fiir die Bildung des EiweiBes erklart werden. 

Eine vollstiindige Klarung dieser Frage mu durch den Versuch 
der Ernihrung der Pflanzen mit Asparaginsiiure bei Fehlen der 
Kohlehydrate erzielt werden, da die letzteren gew6hnlich eine Erhoéhung 
der Energie der EiweiBbildung bewirken. 


1) Wie energisch die Synthese des EiweiSes in diesen Pflanzenkeim- 
lingen verlief, ist daraus zu ersehen, da der EiweiSstickstoffgehalt der 
Keimlinge bereits den der Samen iibertraf, bevor noch das Gewicht der 
Keimlinge dasjenige des Samens erreichte. Gewodhnlich jedoch tritt eine 
Erhéhung des EiweiSstickstoffgehalts der Keimlinge im Vergleich mit den 
Samen erst ein, nachdem das Gewicht der Keimlinge das Gewicht der 
Samen um ein Bedeutendes iibertrifft. 
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Die Frage nach der Teilnahme der Apfel- und Bernsteinsiure 
der betrachteten Synthese muB, unabhingig von der Reihenfolge di 
Substitution der Stickstoffgruppen in diesen Sauren in Ubereinstimmun 
mit den friiher ausgesprochenen theoretischen Hypothesen, fiir « 
ausgefiihrten Versuche bejahend beantwortet werden. 


Zusammenfassung. 

Etiolierte Pflanzenkeimlinge, die aus Samen mit hohem Gehait 
an Reservekohlehydraten (Gerstensamen) erhalten werden, zeichnen sic |i 
durch sehr energische Assimilation des Ammoniakstickstoffs aus, wobci 
sich diese Assimilation durch Erhéhung der Asparaginbildung (Zu- 
nahme des Amidstickstoffgehaltes) kennzeichnet. Am _ intensivsten 
verliuft die Assimilation des Ammoniakstickstoffs aus der Nahrlésuny 
in den Keimlingen wihrend der ersten Tage. Mit dem Alter wird dic 
Absorption des Ammoniakstickstoffs infolge des Verbrauches de 
Kohlehydrate durch die Atmung der Keimlinge immer schwacher und 
kann vollkommen eingestellt werden, wenn der Verbrauch an Kohle 
hydraten eine bestimmte Grenze iiberschreitet. 

Die Calciumsalze bleiben nicht ohne EinfluB auf die Assimilation 
des Ammoniakstickstoffs. Sie begiinstigen in den ersten Stadien dic 
Asparaginbildung und steigern spiter beim eintretenden Mangel an 
Kohlehydraten die Unfihigkeit der Assimilation des Ammoniaks. 
Auch beim Eiweifzerfall iiben die Calciumsalze einen bestimmten 
EinfluB aus, indem sie diesen ProzeB bedeutend férdern. 

Die Aufnahme des Ammoniakstickstoffs durch die Pflanzen- 
keimlinge und die Aufspeicherung des Ammoniakstickstoffs stehen im 
umgekehrten Verhiltnis zueinander und es existiert ein kausaler Zu- 
sammenhang mit dem Verbrauch an Kohlehydraten. Man kann den 
folgenden Satz aufstellen: Die hungernden Keimlinge (der Gerste) 
verhalten sich zu den Ammoniumsalzen wie die an Kohlehydraten arme 
Lupine. 

Bei der Ernahrung mit Glucose (unter sterilen Bedingungen) 
nehmen die etiolierten Keimlinge der an Reservekohlehydraten armen 
Samen der Lupine bedeutende Ammoniakmengen auf; doch enthielten 
die Gewebe diese: Pflanzen bedeutend weniger Ammoniakstickstoff 
als die Keimlinge, die nur durch Minerallésung ernihrt wurden. In 
dilteren (1I8tdgiyen) Keimlingen, die durch Ammoniakstickstoff und 
tlucose erndhrt wurden, konnte ein héherer Asparaginstickstoffgehalt bei 
geringerer Aufspeicherung des Ammoniaks im Pflanzengewebe beobachtet 
werden als bei gleichaltrigen Pflanzen, die durch Ammoniakstickstoff 
ernihrt wurden, jedoch keine Glucose erhielten. AufSerdem machte sich 
der Kinflu8B der Ernahrung durch Glucose noch dadurch bemerkbar, 
daB der EiweiSstickstoffgehalt in Pflanzen, welche Glucose erhielten, 
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isher war als bei Keimlingen, die ausschlieBlich durch Minerallésung 
ernahrt wurden. In jungen (13tagigen) Pflanzenkeimlingen wurde 
iuch der Gehalt an Aminosiuren durch Zufithrung von Glucose erhdht. 
Mit steigendem Alter der Keimlinge wurde im Gehalt an Aminosiuren 
auf Kosten der Regenerierung das Eiweifs verringert. Charakteristisch 
ist das Verhiltnis des Asparaginstickstoffs zu dem Ammoniakstickstoff. 
Dieses Verhiltnis ist bei der Ernihrung der Keimlinge durch Ammoniak 
und Glucose fast zweimal so groB als bei ausschlieBlicher Zufiihrung 
von Ammoniak. 

Durch die ausgefiihrten Versuche wird die Abhiangigkeit des 
Stickstoffwechsels bei héheren Pflanzen von den Mengen der in ihnen 
vorhandenen Kohlehydraten bestatigt. Die grundlegenden Prozesse 
des allgemeinen Stoffwechsels sind in gewisser Weise miteinander 
verkniipft. Durch die Entziehung einer Moéglichkeit der Synthese 
von Kohlehydraten wird in den Pflanzen sowohl ein Mangel an 
Atmungsstoffen, als auch Mangel an solchen Stoffen verursacht, die fiir 
die Synthese stickstoffhaltiger organischer Stoffe auf Kosten des von 
auBen aufgenommenen unorganischen Stickstoffs unentbehrlich sind. 
Das verschiedene Verhalten der etiolierten Keimlinge héherer Pflanzen 
gegen Ernihrung durch Ammoniak steht im kausalen Zusammenhang 
mit dem verschiedenen Gehalt an aufgespeicherten Kohlehydraten. Dieses 
Verhalten gegen das von auSen zugefiihrte Ammoniak kann im 
beliebigen Sinne veriindert werden, in dem man den Keimlingen 
kiinstlich Kohlehydrate zufiihrt oder umgekehrt dieselben entzieht. 

In Ubereinstimmung mit mehrmals ausgesprochenen Hypothesen 
(C. O. Miiller, E. Schulze, D. Prianischnikow) erscheinen die Apfel- 
und Bernsteinsiure, wie die in sterilen Verhiltnissen mit Keimlingen 
des Mais angestellten Versuche zeigen, als diejenigen Derivate der 
Kohlehydrate, auf deren Kosten bei Gegenwart von Ammoniakstickstoff 
das Asparaginmolekiil in den Pflanzen entsteht. 


Ii. 
Beilage. 
Die Methode der reinen Kultur héherer Pflanzen. 


Die hier beschriebene Methode der Ziichtung héherer Pflanzen wurde 
im bakteriologischen Laboratorium von Prof. N. Chudiakow ausgearbeitet, 
dortselbst viele Jahre lang mit Erfolg angewandt und hauptsichlich durch 
G.G. Petrow') vervollkommnet. Obwohl diese Methode der Ziichtung 
héherer Pflanzen unter sterilen Bedingungen von dem letzteren bereits 


1) Ich ergreife die Gelegenheit um G. G. Petrow meinen innigen Dank 
fiir die Mitteilung von Erfahrungen aus seiner umfassenden Praxis der 
Ziichtung steriler Kulturen hiermit auszusprechen, was die erfolgreiche 
Ausfiihrung der oben beschriebenen Versuche sehr gefordert hatte. 
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beschrieben wurde’), erachte ich es fiir nétig, die Beschreibung dieses Ver 
fahrens, wie es von mir angewendet wurde, zu geben, da in meine: 
Versuchen, die sich zwar an die G. G. Petrows anlehnen, aber andere Ziel 
verfolgten, das Verfahren in einzelnen Teilen von mir vereinfacht wurd 
Der Grund, aus dem ich, ungeachtet der Kritik dieser Methode durc! 
J.S.Schulow*), dieses Verfahren vor allen iibrigen existierenden erwahlt: 
war der, daB ich eine Massenziichtung der Pflanzenkeimlinge vornehmen 
wollte (50 bis 100 Stiick auf jeder Lésung), wozu sich alle iibrigen be: 
kannten Methoden, wie die von J. S.Schulow, Mazé, Combes, Hutchinso) 
und Miller*), welche fiir die Ziichtung von 2 bis 3 Pflanzen in einem 
GefaB berechnet sind, nicht eigneten. 

Als erste Manipulation bei der Ausfiihrung der Versuche der sterilen 
Kulturen hoherer Pflanzen wurde die Priifung auf Reinheit des Samens 
und die Bestimmung der Wirkungsdauer der sterilisierten Lésung vor 
genommen. 

Fiir die versuchsweise vorgenommene Sterilisierung wurden zwei 
Samenportionen ausgewahlt: die eine fiir die Priifung der Reinheit der 
Samen und die andere fiir die Bestimmung des Einflusses der Sterilisierung 
auf die Keimfahigkeit derselben. Die Samen wurden nach Form und Grose 
moglichst gleich gewahlt, auBerdem wurde besonders auf die Unverletztheit 
der Samenschale geachtet. Alle Samen, deren Schalen Risse, Schrammen 
oder andere Verletzungen zeigten, wurden ausgeschlossen. Bei den Samen 
der Lupine muBten die Samennahtstiele durch ein scharfes Skalpell gereinigt 
werden; auch die geringste Verunreinigung an dieser Stelle verhinderte 
eine volistindige Sterilisierung durch die Bromlésung. Die mit mdglichster 
Sorgfalt ausgewahlten Samen wurden in der auf Abb. 1 abgebildeten kleinen 
Vorrichtung sterilisiert. Diese Vorrichtung, die unter dem Namen Samen- 
sterilisator bekannt ist, wurde in etwas anderer Gestalt bereits von W. But- 
kewitsch, G. G. Petrow und J. Schulow beschrieben ‘*). 

Die Zusammenstellung der einzelnen Bestandteile der Vorrichtung 
geschah folgendermaBen: Zuerst wurden méglichst diinne Glasréhren a 
und 6 hergestellt. Die Biegung der beiden Réhren war ungefihr gleich. 
In 2 bis 3 cm Abstand von dem Ende des kiirzeren Teiles der Réhre wurde 
iiber einer Gasflamme eine schwache Einschniirung erzeugt. Die Enden 
dieses Teiles der Réhren wurden zugeschmolzen, nachdem in den Raum 
zwischen den ausgezogenen Stellen und den Enden dieses Teiles Watte 
eingefiihrt wurde, fiir den Fall, daB bei der Sterilisierung dieser Vorrichtung 
an dem abgeschmolzenen Ende Spriinge entsténden. Jede dieser Réhren 
wurde (eng anliegend) durch eine diinne Watteschicht umhiillt, welche 


1) Berichte des Moskauer Landwirtsch. Instituts, Moskau 1911. 

*) J. S. Schulow, Aus dem Gebiet der Physiologie der Pflanzen- 
ernihrung. Moskau 1913. — Die Kritik J. S. Schulows wendet sich gegen 
die Ziichtung héherer Pflanzen im Licht, eine Kritik, der man in vielen Be- 
ziehungen beipflichten kann. Was jedoch die Ziichtung der Pflanzen im 
Dunklen anbetrifft, so erscheint diese Kritik des Verfahrens G. G. Petrows 
kaum stichhaltig. 

8) J. S. Schulow, |. c.; Mazé, Ann. de l’Instit. Pasteur 1900—1914; 
Combes, C. r. 154, 891, 1912; Hutchinson and Miller, Zentralbl. f. Bakt. 
II. Abt., 30, 573, 1911. 

*) W. Butkewitsch, Die regressive Metamorphose der Eiweifstoffe. 
Moskau 1904; G. G. Petrow, |. c.; J. Schulow, |. e. 
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fast von der Stelle der Biegung bis zu dem unteren Ende (etwa in einer 
Hntfernung von 1 bis 14% cm von demselben) reichte. Dann wurden die 
beiden zusammengelegten Réhren mit einer Watteschicht von solcher 
Breite umwickelt, da dieselben dicht in die Glasréhre c hineingeschoben 
werden konnten. Nachdem die diinnen Roéhren auf einem Wattestépsel 
in dem Zylinder ¢ hineingeschoben waren, wurde die obere Hiilfte dieses 
Zylinders und die aus ihm herausragenden Rohren a und 6 bis zu der 
Biegung mit einer gemeinsamen Watteschicht umwickelt. 

Auf das freie untere Ende des Glaszylinders ec wurde eine dickwandige 
Kautschukroéhre d aufgesetzt, die, wie dieses auf der Zeichnung abgebildet 
ist, mit einer breiten zylindrischen Réhre (welche weiter sich in eine Kugel e 
ausbreitet) verbunden war. Eine andere breite Réhre g, die der Glaskugel 
am entgegenliegenden Ende angesetzt ist, wurde mit einem Wattepfropfen 
verschlossen. Auf den unteren schmalen Tubus der Glaskugel e wurde ein 
Gummischlauch befestigt, welcher an seinem unteren Ende mit einem 
Glasréhrchen verbunden war; durch diesen Gummischlauch wurde die 
sterilisierende Fliissigkeit sowie das Waschwasser abgelassen. Das mit 
einer Watteschicht umwickelte Ende der Réhre f wurde in ein Reagenz 
glas eingesetzt (wie dies auf Abb. 5 abgebildet ist). Die Watte wurde an 
allen Stellen, in denen sie aus den GefaiBen herausragte, mit Pergament- 
papier bedeckt, um wiahrend der Sterilisierung nicht befeuchtet zu werden. 
Die so zusammengestellte Vorrichtung wurde bei 120°C 30 Minuten lang 
im Autoklaven sterilisiert. Um eine Lockerung der Gummiverbindungen 
wahrend der Sterilisierung zu verhindern, waren alle Verbindungsstellen 
mit Draht befestigt. Die benutzten Kupferdrihte wurden vor dem 
Gebrauch ausgegliiht, um eine héhere Elastizitaét derselben zu erzielen. 

Zur Priifung der zu benutzenden Samen auf ihre Keimfreiheit wurden 
dieselben in eine Nahrbouillon gebracht, die 1% Glucose und 4% Aspa- 
ragin enthielt und durch Sodazusatz neutralisiert war. (Die Neutralisation 
wurde mit Lackmuspapier gepriift.) Die Bouillonkolben wurden, wie Abb. 2 
zeigt, zusammengesetzt und ebenfalls im Autoklaven wihrend 30 Minuten 
bei 120°C sterilisiert. Als sterilisierende Fliissigkeit diente eine lproz. Brom- 
lésung (1 cem Brom auf 300 ccm destillierten Wassers). Die vor der Sterili- 
sierung hergestellte Bromlésung befand sich in einem groBen (5 Liter) 
GlasgefaB, welches durch einen gut eingeschliffenen Glasst6épsel dicht ge- 
schlossen war. Wahrend der Sterilisierung wurde der Glasstépsel durch 
einen gewohnlichen paraffinierten und dicht anschlieBenden Korken ersetzt; 
derselbe war mit zwei kleinen Réhren versehen, deren eine zum Ablassen 
der Lisung bestimmt war, wihrend die andere, nicht luftdichte, zwei kugel- 
férmige mit Wasser gefiillte Erweiterungen besaB, die dem Auffangen der 
Bromdimpfe dienten. Die Sterilisierung des destillierten Wassers, welches 
fiir die Waschung der Samen verwendet wurde, geschah im Kolben (3 Liter), 
der mit einem Wattebausch verschlossen waren, durch welchen, bis zu dem 
Boden des Kolbens eine Glasréhre eingefiihrt, deren aiuBeres Ende mit 
einem langen Kautschukschlauch versehen war. An letzteren war eine 
Klemmschraube befestigt und sein Ende wurde vor der Sterilisierung in 
ein mit einem Wattebausch geschlossenes Reagenzglas gebracht. Das 
Wasser wurde 1% Stunden lang bei 120°C im Autoklaven sterilisiert. 

Die Sterilisierung der Samen geschah folgendermaBen: Eine bestimmte 
Anzahl ausgewahlter Samen wurde in einen kleinen konischen Kolben 
hineingebracht und eine geringe Menge Seifenpulver und gewohnliches 
destilliertes Wasser hinzugefiigt. Der kleine Kolben wurde durch ein Stiick- 
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chen Gaze verschlossen und einige Male energisch geschiittelt. Darauf 
wurde das Seifenwasser durch die Gaze abgegossen. Zuletzt wurden di 
Samen nacheinander, je einmal mit reinem Wasser, Spiritus und Ather 
gewaschen. Jede dieser Fliissigkeit wurde durch ein anderes Stiick Gaz 
abgegossen. Nach dieser vorbereitenden Waschung der Samen, die zu1 
Zwecke der Entfernung des Fettes von deren Oberflaiche vorgenomme: 
worden war, fiihrte man die Samen durch das bis dahin mit Watte (Abb. | 
verschlossene Ende g der Kugelréhre in einen Samensterilisator ein. Nac! 
dem alle Samen auf diese Weise in den Apparat eingefiihrt waren, wurd 
auf dieselbe Réhre g der Kautschukschlauch des Kolbens mit Bouillor 
(Abb. 2) aufgesetzt. Selbstverstindlich wurde vor der Entfernung d 
Wattebausches aus diesem kleinen Kolben der Gummischlauch mit eine: 
Klemmschraube versehen. Unmittelbar danach wurden die Réhren a und 
des Samensterilisators durch Schlauch: 
mit den Kolben verbunden, welche da 
sterilisierte Wasser und die Bromlésung 
zufiihren. Zu diesem Zwecke wurde di 
Roéhre a und b an den ausgezogenen 
Stellen mit einer Feile angeritzt und diese 
Stelle durch eine Gasflamme erwirmt. 
Danach wurden die Enden der Rohren 
an den Einschnittstellen abgebrochen und 
auf die noch heiBen Gasréhren wurden 
die Schlauchverbindungen zu 
dem Wasser und der Brom- 
losung aufgesetzt. Die Brom- 
losung lieB man 40 bis 45 Min. 
einwirken und wechselte die- 
selbe einige Male (6- bis 8mal), 
wobei die Bromlésung durch 
einen Tubus des Samensteri- 
lisators und eine in eine Al- 
kalildsung miindende Rohie / 
abgelassen wurde. In dem 
Augenblick, in welchem die 
Abb. 1. Abb. 2 Wirkung des Broms aufhérte, 
wurde die Glasréhre, durch 
die das Brom eingefiihrt worden war, aus dem Wattestépsel, der den Zylinder c 
bedeckte, herausgezogen, wobei das 4uBere Ende des Wattestdpsels wahrend 
dieser Manipulation mit der Hand zugedriickt wurde, um den durch die her- 
ausgezogene Réhre entstandenen Gang verschwinden zu lassen. Dann wurde 
das auBere Ende des Wattestépsels fest mit einem Faden umwickelt. Die 
Waschwisser waren zuerst fiinfmal nacheinander zugelassen worden (das 
zweite- und fiinftemal wurde der Apparat bis zu dem Wattebausch voll- 
gefiillt. Die naichsten Waschwisser wurden 2- bis 3mal in Absténden von 
14 Stunde und 3- bis 4mal von einer Stunde zugefiihrt, wonach die Waschung 
nach etwa 24% bis 3 Stunden fortgesetzt wurde. Bei jeder Waschung wurde 
das Wasser dreimal gewechselt. Die Nacht iiber blieben die Samen in einer 
geringen Menge Wassers liegen, damit ein Quellen derselben erzielt wurde. 
Keimte der gréBere Teil der Samen, so wurden dieselben durch den Kaut- 
schukschlauch, welcher den Samensterilisator mit dem kleinen Kolben 
verband, in die Bouillon geschiittet. Der in Verbindung mit dem Samen- 
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sterilisator bleibende Kolben wurde in einen Thermostaten (bei 32 bis 34° C) 
ngesetzt. War in den Samen eine Infektion vorhanden, so zeigte sich dies 
m zweiten bis dritten Tage nach der Uberfiihrung der Samen in die 
souillon. 

Die andere Samenprobe wurde fiir die Priufung der Wirkung des Broms 
uf die Keimfahigkeit benutzt. Es zeigte sich, daB die 40 bis 45 Minuten 
iauernde Wirkung einer (lproz.) Bromlésung auf die Lupinensamen und die 
3 bis 15 Minuten chemischer Einwirkung auf die Maissamen die Keim- 
ihigkeit keineswegs beeintriichtigte. In einigen Fallen wurde nach einer 
olehen Wirkung des Broms der Prozentsatz der keimenden Samen sogar 

erhéht. Nach der Sterilisierung und Waschung, die hier ebenso wie mit 

ler ersten Probe vorgenommen wurden, 
schiittelte ich die Samen aus dem Samen- 
sterilisator und lieB sie, wie gewdhnlich. 
zwischen den Bogen des Filterpapiers keimen. 

Die Sterilisierung der Samen fiir die 
Kulturen wurde ebenso und in denselben 
Samensterilisatoren ausgefiihrt wie bei der 
Kontrollsterilisierung. Die GefaiBe, in denen 

die Pflanzen gezogen wurden (Abb. 3), waren 
55em hoch; der innere Durchmesser der- 
selben betrug 19,5 cm?*). 

Die GefaiBe hatten eine zylindrische 
Form (Abb. 3). In einiger Entfernung von 
dem Boden des GefaBes (13 cm) befand sich 
eine ringférmige Vertiefung der zylindrischen 
Oberflache des GefaBes, in der die Ringe mit 
einem gespannten Netz angebracht waren. 
Zuerst wurden Glasringe gewihlt, doch 
nachdem dieselben nach jeder Sterilisierung 
sprangen, wurden sie durch verzinnte Kupfer- 
ringe ersetzt, die noch dazu oben mit einem 
ausgekochten Kautschukschlauch tiberzogen 
waren. Die Ringe waren nicht geschlossen, 
sondern die beiden Enden hatten einen Ab- U 
stand von % bis %cm. Der obere Teil Abb. 3. 
der GefaBe besaB Erweiterungen, an denen 
auf Watte Scheiben aus Lindenholz angebracht waren, die als Deckel der 
GefaBe dienten (d). Jede Scheibe besa drei, auf ein und demselben 
Durchmesser liegende Offnungen. Die eine breite Offnung befand sich im 
Mittelpunkt, die andere, ebenfalls breite, am Rande der Scheibe; die dritte 
Offnung war schmal und befand sich, wie die zweite, an dem Rande der 
Scheibe, doch an der gegeniiberliegenden Seite. In der Offnung im Mittel- 
punkt wurde die Vorrichtung fiir die Verteilung der Samen (auch Samen- 
regulator genannt) angebracht. Dieser Teil des GefaBes hatte eine zwei- 
fache Bestimmung. Erstens diente der Regulator zur Verteilung des Samens 
auf dem Netz, und zweitens diente der Regulator zur Einfiihrung von 





























1) Die GefiBe wurden von der Petersburger Firma Riting aus 
geblasenem feuerfestem Glase hergestellt. Alle GefiBe hielten die Sterili- 
sierung sehr gut aus. Nach vieler Sterilisierung waren die Gefaife keines- 
wegs angegriffen. 
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Lésungen, die gesondert von der gemeinsamen Nahrlésung sterilisier 
wurden. In den beschriebenen Versuchen wurde die Lésung (N H,),SO 
besonders sterilisiert. Die fiir sich sterilisierten Lésungen befanden si 
in einem Rundkolben, der, wie auf Abb. 5 gezeigt, konstruiert wa 
nur mit der Abweichung, daS die Réhre b durch den Mittelpunkt d 


Kautschukstépsels hindurchging, wobei das ausgezogene Ende der Réhre 
den Boden des Kolbens beriihrte. Das freie Ende des mit der Glasréhre 


verbundenen Kautschukschlauches (6 auf Abb. 5) war mit dem AéuBeren 
Ende des Samenregulators verbunden. Der kleine, mit einem bestimmten 
Volumen der zu verwendenden Lésung gefiillte Kolben wurde zusammen 

LGR mit dem fiir die Pflanzen 
bestimmten GefaBe ster 
lisiert. 

Die Ammoniaksalz: 
der organischen Séaure: 
wurden in der Kalt 
sterilisiert. Zu diesen 
Zwecke wurde eine Lésung 
von bestimmter Konzen 


Zur Luffpurmpe 


Chamber- 


sofort nach ihrer Herstel- 

lung durch eine Camber- 

lans-Kerze in einen bereit - 

gestellten sterilisierten 

Rundkolben itibergefiihrt 

wurde. Andem Halse des Kolbens war eine Marke angebracht 
bis zu welcher der Kolben mit der durch die Kerze hindurch- 
filtrierten Losung gefiillt wurde. Aus dem Kolben gelangte die 
Lésung auf sterilem Wege durch eine diinne Rohre, welche 
an dem Boden des Kolbens durch ein Kapillarrohr endigte, 
in ein sterilisiertes VegetationsgefaB ; durch das Kapillarrohr 
Abb. 5. wurde die vollstandige Uberfiihrung der Lisung aus dem 

Kolben in das Gefa8 erméglicht (Abb. 4). 

Der Samenregulator stellte den kompliziertesten Teil des Deckels dar. 

Aus Abb. 5 ist die Konstruktion des Scharniers zu ersehen, welches dem 
Regulator erméglichte, sowohl die Bewegung in vertikaler Richtung aus- 
zufiihren, wie auch mit dem unteren Ende Kreise zu beschreiben. Der 
kurze Glaszylinder 6 wurde in einen dickwandigen Kautschukschlauch c 
eingesetzt und der letztere auf die gleiche Art mit einem anderen dick- 
wandigen Kautschukschlauche, aber von groBerem Durchmesser, verbunden. 
In das untere Ende der Roéhre e wurde ein Glaszylinder d, dessen Durch- 
messer gréBer als der des ersten war, eingesetzt!). Durch dieses System 
von Glas- und Kautschukréhren ging eine schmale Glasréhre a, deren 
zuriickgebogenes und etwas ausgestrecktes untere Ende das Netz beriihrte 
(Abb. 3 und 5). Die Réhre a war nach Befestigung der Scharniere an der 
Offnung im Mittelpunkt der Scheibe eingesetzt worden. Das Scharnier 
wurde auf Watte an der Scheibe befestigt. Auf die Offnung im Mittel- 
punkt der Scheibe kam eine Watteschicht, durch die das Scharnier mit 
nach vorne gerichtetem schmalen (oberen) Ende eingefiihrt wurde. Die 
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1) Der Glaszylinder 6 war in Hinsicht seiner Hohe etwas breiter, als 
dies auf Abb. 5 abgebildet ist. 


Jans Kerze tration bereitet, welche 


& 424nf Aadaorwd 





isier 

50 
sl 
wa 


di 


Ohre 


Ohre 


eren 
nten 
men 
nzen 
ter 


sal ze 
ure! 
al te 
SC] 

sung 
zen 

Iche 
stel - 
ber 

reit - 
rten 
ihrt 
cht 

rch- 
» die 
lche 
gte, 
*ohr 
lem 


dar. 
lem 
AUS - 


Der 


Synthese der Saéureamide in den Pflanzen. 33 


Watteschicht war dabei so breit, da®B das Scharnier, nachdem es seiner 
ganzen Lange nach bis zu dem Zylinder d vorgedrungen war, sich még- 
ichst dicht der Offnung einfiigte. Befand sich das untere Ende des Zylin- 
ders d in einer Ebene mit der unteren Oberflaiche der Scheibe, so konnte die 
Befestigung des Scharniers in der Ofinung noch dadurch verstarkt werden, 
da8 dez ringférmige Zwischenraum, welcher aus der Oberfliche der Scheiben- 
éffnung und der Oberfliche des Scharniers entstand, mit einigen Watte- 
schichten vollkommen dicht gefiillt wurde. An der breiten seitlichen Off- 
nung der Holzscheibe wurde ein Glaszylinder c befestigt, welcher der Uber- 
fiihrung der Samen aus dem Samensterilisator ins GefaB (Abb. 3) diente. 
Auf diesen Zylinder wurde ein breiter, dickwandiger Kautschukschlauch 
gesetzt, welcher oben, vor der Sterilisierung des GefifBes, durch eine Watte- 
schicht verschlossen worden war. Der Zylinder wurde ebenso wie das 
Scharnier in der Offnung der Scheibe befestigt. In der dritten, schmalen 
Offnung der Scheibe war, ebenfalls auf Watte, eine Glasrdéhre b befestigt, 
die zum Durchblasen der Luft diente (Abb. 3). Das aéuBere Ende dieser 
Réhre war umgebogen und durch einen Kautschukschlauch mit einem 
gewohnlichen Bakterienfilter g verbunden worden. Nachdem alle Teile der 
Holzscheibe befestigt worden waren, setzte man die Scheibe selbst in den 
breiteren Oberteil des GefiBes ein. Zu diesem Zwecke wurde ein lang und 
breit ausgeschnittener Wattestreifen (der Wattestreifen mu unbedingt 
der ganzen Linge nach gleich dick sein) um den Umfang der Scheibe ge- 
wickelt. Bei der Umwicklung derselben wurden 3 bis 4 em der Enden des 
Wattestreifens aufeinander gelegt, doch so, daB die Watteschicht an dieser 
Stelle nicht dicker als an anderen Stellen war. 


Die mit Watte umgebene Scheibe wurde dicht in dem Oberteil des 
GefaBes befestigt. Danach umwickelte man den oberen, breiten Rand 
des GefiiBes mit einer Watteschicht von solcher Breite, da der obere Rand 
dieser Schicht die Oberfliche des GefiBes um ungefahr 2 cm _ bedecken 
konnte. Dann wurde das auBere gebogene Ende des Samenregulators 
mit dem Kolben, welcher die besonders sterilisierte Fliissigkeit enthielt, 
verbunden. Die gesamte Nahrlésung befand sich in dem unteren Teil des 
GefiBes (3700 cem), natiirlich vor der VerschlieBung des GefaiBes durch 
die Scheibe. 

Die auf diese Weise zusammengestellten GefaBe wurden mit Pergament- 
papier bedeckt und wihrend 3 Tagen zwei Stunden tiiglich in dem Koch- 
schen Apparat sterilisiert. In die GefaiBe waren, nach der Sterilisierung 
derselben, aus den mit dem Regulator verbundenen Kolben vermittelst 
der Luftpumpe die besonders sterilisierten Lésungen eingefiihrt worden. 
Nachdem die Lésungen aus den Kolben in das Gefai8 tibergefiihrt waren, 
wurden an dem Kautschuk, der die Kolben mit den Regulatoren verband, 
Klemmschrauben befestigt, und der Schlauch zwischen den Klemmmen 
und den Kolben mit einer Schere durchgeschnitten. 

Die Sterilisierung, Waschung der Samen und das Aussiien in die GefaBe 
wurde ebenso ausgefiihrt wie die Priifungen auf die Reinheit und Keim- 
fahigkeit der Samen. Nachdem die Samen in das GefaiB auf das Netz ge- 
bracht waren (ungefihr 24 Stunden nach der Sterilisierung der Samen), 
wurde der Kautschukschlauch, durch den sie ausgeschiittet worden waren, 
durch eine Klemmschraube verschlossen, der Samensterilisator weg- 
gestellt und das obere, jetzt freie Ende des Kautschukschlauches mit 
derselben Watteschicht zum Schutz vor Staub bedeckt, mit der es wahrend 
der Sterilisierung der GefaéBe geschlossen war. Die Samen wurden mig- 
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lichst regelmaBig auf das Netz durch den Regulator verteilt. Die Gefats 
mit den Samen wurden dann in einem dunklen Zimmer aufbewahrt. Di: 
Liiftung der GefaBe wurde jeden Tag vorgenommen, und zwar in alle: 
GefaiBen, deren Filter paarweise durch dreiwegige Glasrdhren verbunde: 
waren, zu gieicher Zeit. In der ersten Zeit wurde die Liiftung 20 bis 3: 
Minuten lang pro Tag ausgefiihrt, spater, als sic! 
das Wurzelsystem stirker entwickelte, wurde di 
Liiftungsdauer auf 60 bis 90 Minuten pro Tag erhoéht 
Die eingeblasene Luft passierte vorher eine Atz 
kalil6sung und konzentrierte H,SO, Vor d 
Entnahme der Kulturen wurden die Lésungen aut 
Sterilitat gepriift. Zu diesem Zwecke zog mai 
den oberen Teil der Réhre, welche zum Durc! 
blasen der Luft gedient hatte, in einer Gasflamnv 
aus; nach dem Erkalten dieser Stelle wurde dort 
durch eine Feile ein Einschnitt angebracht und 
die wiederum erhitzte Réhre entzweigebrochen. 
BY, Auf die heiBe Réhre wurde der Kautschukschlauch 
Abb. 6. des Kolbens mit der vorher sterilisierten Bouillon 
(Abb. 6) aufgesetzt. Die Nahrlésung (3 bis 4 ccm) 
wurde durch Absaugen aus dem GefaiBe durch ein mit einer Wasser- 
strahlpumpe verbundenes Filter c in den Bouillonkolben tibergefihrt. 
Nach Uberfiihrung der Lésung wurde an der Kautschukrohre b eine Klemm- 
schraube befestigt; nachher wurde der Kautschukschlauch durchgeschnitten 
und der Kolben in einen Thermostaten bei einer Temperatur von 32 bis 34°C 
eingesetzt. Blieb die Lésung im Kolben nach 4 bis 5 Tagen rein, so diente 
dies als Beweis, daB die Kulturen bis zum Ende des Versuches die Sterilitat 
bewahrt hatten. 
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Die Salzhydrolyse der Starke. II. 


Von 


W. Biedermann. 
(Aus dem Physiologischen Institut zu Jena.) 


(Eingegangen am 10. Februar 1923.) 


Die auffallende Tatsache, daB von den Bestandteilen eines Systems 
mit diastatischer Wirkung nur allein den anorganischen Salzen die 
Fahigkeit zukommt, an und fiir sich Starke (Amylose) abzubauen, 
laBt es wiinschenswert erscheinen, diesen Vorgang in seinen Einzel- 
heiten genauer kennenzulernen. Da es sich nicht um eine reine Ionen- 
wirkung handelt, wie bei der Saurehydrolyse, ergibt sich unmittelbar 
aus dem Umstande, daf fiir das Zustandekommen des Erfolges die 
Mitwirkung des Sauerstoffs unerliBlich ist, und zwar in einem unver- 
gleichlich héheren Mae, als wenn es sich um wirkliches Ferment 
handelt. Ich darf in dieser Beziehung auf meine in dieser Zeitschrift 
erschienene Arbeit ,,Uber die Regeneration der Diastase und die Be- 
deutung des Sauerstoffs fiir dieselbe“‘ verweisen'). 

Aber auch die Konzentration der Lésungen, welche eine reine 
Salzhydrolyse erméglichen, iibertrifft die zur Aktivierung der salz- 
freien organischen Grundsubstanz einer Amylase nétigen Salzmengen 
immer ganz auBerordentlich. In diesem letzteren Falle genigen Spuren, 
wahrend anderenfalls auffallend hohe Konzentrationen angewendet 
werden miissen, wenn es unter sonst giinstigen Bedingungen zu einer 
nicht allzu sehr verzégerten Hydrolyse kommen soll. Beiliufig bemerkt, 
liegt in diesem Umstande zugleich ein sehr schlagender Beweis dafiir, 
daB es sich bei der Salzhydrolyse nicht um eine durch Fermentreste 
bewirkte ,,Autolyse’ handeln kann; denn um solche zu aktivieren, 
wiren unvergleichlich kleinere Salzmengen ausreichend gewesen. Der 
Unterschied ist so enorm, da man fiiglich zweifeln kéante, ob Salze 
wirklich ein unerlaBliches Glied in der Reihe von Stoff2n bilden, die 
eine Amylase zusammensetzen; denn um eine solche so weit salzfrei 
zu machen, daB sie vollkommen inaktiv wird, sind besondere MaBb- 
nahmen erforderlich, da die gewéhnlichen Mittel (Dialyse) dazu kaum 


') Diese Zeitschr. 129, 582, 1922. 


rai 








36 W. Biedermann: 


ausreichen. Es ist dies ja auch der Grund, daB die maBgebende Bi 
deutung gewisser Salzionen fiir die Diastasen erst verhaltnismiBic 
spit erkannt wurde. Wie geringfiigig die Mengen von Salzen sind 
die noch die Wirkung einer Amylase erméglichen, zeigt sich am beste: 
bei Versuchen mit hochverdiinntem Speichel. Wenn ich 1 ccm meine 
aiuBerst wirksamen Speichels mit 3 Litern destillierten Wassers vet 
diinne, so ist die diastatische Kraft der Lésung noch immer so grol} 
dais 10 cem derselben 2 cem 1 proz. Amylaselésung in etwa 40 Minuten 
bis zum Verschwinden der Jodreaktion umsetzen; dabei darf freilich 
nicht vergessen werden, daB ja auch in der Starke selbst Salze ent 
halten sind. Natiirliche Starkek6rner liefern beim Verbrennen imme 
etwas Asche, die aus Erdphosphaten und aus Kieselsiure besteht') 
Samec*) hilt es in Anlehung an Malfitano fiir wahrscheinlich, ,,dal} 
in der natiirlichen Starke entweder ein Teil oder die ganze ,Starke‘- 
substanz als eine Vereinigung des Kohlehydrates mit H, PO, existiere, 
derart, daB letztere ihren sauren Charakter zum Teil behalten hat 
und der ganze Komplex durch ihre Vermittlung mit Kationen unter 
Salzbildung reagieren kann‘‘. Der durch Wasser entfernbare Anteil 
von Kationen ist sehr klein, so daB der Hauptanteil derselben offenbar 
fester gebunden erscheint. Viel leichter lassen sich die Kationen durch 
Vorbehandlung mit starken Siéuren entfernen, wobei die Phosphor- 
siiure fast vollstiindig an die Starke gebunden bleibt (Samec). Ich 
habe mich iiberzeugt, da bei Herstellung einer ,,Amylose“lésung 
in der von mir angegebenen Weise (Erhitzen auf 80° und Absetzen- 
lassen) in die klare Liésung so gut wie gar keine Salze iibergehen, die, 
wie es scheint, fest an die Stromata (das ,,Amylopektin“) gebunden 
bleiben. Sie spielen also auch bei den oben erwahnten Versuchen 
keine Rolle. 

Wenn daher auch minimale Salzmengen fiir das Zustandekommen 
einer Amylasewirkung geniigen, so ist doch andererseits ebenso sicher, 
daB eine solche bei vélliger Abwesenheit von geeigneten Salzen iiber- 
haupt nicht zustande kommen kann. Darin scheint mir aber der 
sicherste Hinweis darauf gegeben zu sein, daB trotz der enormen quanti- 
tativen Unterschiede zwischen der reinen Salzhydrolyse und einer 
typischen Amylasewirkung jene doch in einer direkten Beziehung zu 
dieser steht, gewissermaBen ein Teilglied derselben bildet, eine Kom- 
ponente, deren Bedeutung fiir das ganze System dadurch nicht ver- 
ringert wird, daB sie sich in demselben fiir gew6hnlich nur wenig be- 
merkbar macht. 


1) Handb. d. biochem. Arbeitsmethoden, Abt. I, Chem. Methoden, 
T. V., H.1. Zemplen, Kohlehydrate, 8S. 334. 
2) Max Samec, Kolloidchem. Beihefte 4, 1912. 
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Es ist von diesem Gesichtspunkt aus von Interesse, die Salzhydrolyse 
mit der Wirkung héchstverdiinnter Lésungen einer an sich méglichst 
stark wirkenden Amylase zu vergleichen. Wie ich schon vor Jahren 
gezeigt habe, gelangt man bei Verwendung von Speichel schlieBlich 
zu Verdiinnungsgraden, bei welchen eine immer gleiche Substratmenge 
auch unter sonst giinstigsten Bedingungen ahnlich verzégert abgebaut 
wird, wie es fiir die Salzhydrolyse Regel ist. Die Geschwindigkeit 
der Umsetzung wird in jedem solchen Falle von zwei Faktoren bestimmt, 
der jeweils wirksamen Fermentmenge und der Menge vorhandener 
Amylose. Begrenzt man die Reaktionszeit durch das Verschwinden 
der Jodfirbung (den achromischen Punkt), so besteht*) die Beziehung, 
daB die Reaktionszeiten den wirkenden Fermentmengen umgekehrt pro- 
portional sind, wihrend sie bei gleichbleibender Fermentmenge anndhernd 
proportional mit der Konzentration des Substrats wachsen. Ich habe 
seinerzeit schon hervorgehoben, da diese Gesetzmafigkeiten nur 
dann deutlich hervortreten, wenn es sich um sehr stark verdiinnte 
Fermentlésungen handelt, da sonst die Hydrolyse zu stiirmisch erfolgt. 
Es war vorauszusehen, da bei der Priifung der Frage, ob aihnliche Be- 
ziehungen auch zwischen der Konzentration einer Salzlésung und der 
Abbaugeschwindigkeit einer gegebenen Amylosemenge bestehen, sich 
Schwierigkeiten der entgegengesetzten Art geltend machen wiirden, 
da derartige Versuchsreihen sich auch unter den giinstigsten Um- 
stinden allzusehr in die Linge ziehen und die Reaktionszeiten hier 
nicht Minuten, sondern Stunden umfassen, so daf eine geniigend 
scharfe Begrenzung des Momentes, wo die Lésung achromisch wird, 
kaum méglich erscheint. Auch kommt in Betracht, daB es unméglich 
ist, die zu vergleichenden Einzelversuche wirklich vollkommen gleich- 
artig zu gestalten. Wenn dies auch beziiglich der Mengenverhaltnisse 
der reagierenden Stoffe leicht gelingt, so laBt sich doch die Versorgung 
mit dem so notwendigen Sauerstoff nicht in gleicher Weise genau 
regulieren. Ich muBte mich daher begniigen, festzustellen, da’ innerhalb 
gewisser Grenzen mit steigender Konzentration der Salzlésungen die Zeit bis 
zum Eintritt des achromischen Punktes in einem gleichbleibenden Volumen 
Amyloselésung sich verkiira, und zwar, soweit sich dies unter den ge- 
gebenen Verhdltnissen beurteilen laft, anndhernd proportional. Nach 
oben hin ist solchen Versuchen dadurch ein Ziel gesetzt, daB tiber 
eine gewisse, fiir verschiedene Salze nicht identische Grenze der Kon- 
zentration hinaus die hydrolytische Wirkung wieder abnimmt und 
schlieBlich ganz aufhért. Es gibt also fiir jedes Salz in dieser Hinsicht 
ein Optimum der Konzentration. Nach unten macht sich dagegen 
sehr bald der Umstand unangenehm bemerkbar, daB die Reaktions- 


1) ,,Fermentforschung‘ 1, 1916, S. 397. 
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zeiten immer langer werden und damit natiirlich auch die Unsicherh: 
zunimmt, ob man es dann iiberhaupt noch mit einer Salzhydroly: 
zu tun hat. Um den EinfluB der Konzentration zu priifen, erschei: 
es daher durchaus notwendig, méglichst stark wirkende Salze_ bz\ 
Salzmischungen zu verwenden. Am besten hat sich mir immer no 
die seinerzeit empfohlene Phosphatmischung der folgenden Zusamme1 
setzung, aber von doppelter Konzentration bewiahrt. 
0,3 g NaH,PO, 
Auf 50ccm Wasser: ; 0,8 g Na,HPO, 
0,5g NaCl 
Ich gebe im folgenden zuniachst einige Versuchsbeipsiele: | 
wurde ausschlieBlich Kartoffelstirke benutzt und zunichst eine 1 prov 
Amyloselésung durch Erhitzen von 1g Starke mit 100cem Wasse: 
auf 80° (im Wasserbade) und Absetzenlassen (unter Toluoldecke) her 
gestellt. Da die Geschwindigkeit des Abbaues auch sehr wesentlicl: 
von der Amylosemenge abhiangt und obige Lésung sehr reich an Amylos« 
ist, so muB sie betrachtlich verdiinnt werden. Ich fand es zweckmabig, 
eine Mischung von gleichen Teilen der urspriinglichen Amyloselésung 
und der zu priifenden Salzlésung als Stammlésung zu verwenden 
Von dieser werden dann bei jedem Versuche 5 ccm nochmals mit de: 
gleichen Menge Salzlésung gemischt und dann behufs Sterilisierung 
aufgekocht; hierauf wird die Probe nach dem Abkiihlen in einem vorher 
sorgfaltig gereinigten Reagenzglase 1, Stunde lang kraftig mit Luft 
geschiittelt und in ein Wasserbad von 40° eingestellt; wihrend der 
ganzen folgenden Versuchszeit wird dauernd ein durch Watte filtrierter 
Luftstrom aus einem Gasometer durch die Fliissigkeit geleitet. Von 
Zeit zu Zeit kontrolliert man den Fortgang der Hydrolyse durch dic 
Tropfenprobe mit Jod. Zur Kontrolle wird gleichzeitig eine zweite 
Portion der aufgekochten Salz-Amylosemischung, aber nicht geschiittelt 
und ohne Luftdurchleitung in das Wasserbad eingestellt. Als dritte 
Probe werden 2 bis 3 ccm desselben ungeschiittelten Lésungsgemisches 
in dinner Schicht auf den Boden einer Glasdose ausgegossen, die dann 
gut verschlossen auf dem Wasserbade schwimmt. Diese letztere Probe 
soll dazu dienen, zu zeigen, da nicht etwa die mechanische Wirkung 
des Schiittelns den Erfolg bedingt. Bei der Priifung einfacher Salz- 
lésungen richtete ich mein Augenmerk hauptsichlich auf jene Salze, 
von denen es auf Grund friherer Erfahrungen!) bekannt war, dab 
sie kraftig aktivierend auf salzfreie Amylase wirken (Chloride, Bromide 
und Rhodanide). Die zunichst folgende Versuchsreihe mit Phosphat- 
mischung laBt sehr deutlich die mit der Konzentration annahernd 
proportional wachsende hydrolytische Wirkung erkennen. 


1) ,,Fermentforschung™, 4, 14. 
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Versuche mit Phosphatmischung. 


1. Unverdiinnte Mischung obiger Zusammensetzung. 


a) 5eem Iproz. Amyloseldsung + 5cem Salzmischung, davon wieder 
5cem + 5cem Salzmischung, gekocht, mit Luft geschiittelt, bei 40° (unter 


bestandiger Luftdurchleitung). 

b) 3cem der gekochten, wngeschiittelten Amylose-Salzmischung in einer 
Glasdose ausgegossen, bei 40° gehalten. 

c) 10cem derselben Amylosesalzmischung (ungeschiittelt und ohne 
Luftdurchleitung) bei 40° gehalten. 

Nach 24% Stunden reagiert a) achromisch, b) rotviolett, ¢) rein blau, 


- 


b) wird erst nach im ganzen 3 Stunden achromisch; c) gibt auch noch 
am nachsten Tage blaue Jodreaktion. 

2. Phosphatmischung mit dem gleichen Volumen Wasser verdiinnt, a) bis c) 
wie vorher. 

Nach 2 Stunden gibt a) rotviolette Jodprobe, b) blauviolett, ¢) rein 
blau. a) ist nach im ganzen 41% Stunden achromisch, b) nach 6 Stunden. 

3. Phosphatmischung mit dem doppelten Volumen Wasser verdiinnt, a) bis 
ec) wie vorher. 

a) nach etwa 7 Stunden achromisch, b) nach 10 Stunden. 


Versuche mit einfachen Salzlésungen. 

Nachdem sich herausgestellt hatte, daB NaCl am besten in einer 
Konzentration von n/2 (etwa 3proz.) wirkt, wurden auch die anderen 
Salze in aquimolekularen Lésungen gepriift. Da Phosphatmischungen 
einfachen Salzlésungen unter allen Umstinden in ihrer hydrolytischen 
Wirkung iiberlegen sind, so habe ich, um die Reaktionszeit nach Még- 
lichkeit zu verkiirzen, bisweilen zu starkeren Verdiinnungsgraden der 
Amyloselésungen, wie ich sie friiher') bei den ,,Autolyse‘‘versuchen 
verwendete, meine Zuflucht genommen (1 cem | proz. Amyloselésung 
auf 5ccm Salzlésung). Handelt es sich nur um den Nachweis der mit 
Jod noch fairbbaren Spaltprodukte (nicht um Zuckernachweis), so 
darf man dies bei der groBen Empfindlichkeit der Jodprobe ohne 
weiteres tun. Auch kommt es hier in noch erhéhtem MaBe auf eine 
nach dem Schiitteln wahrend der Erwairmung fortgesetzte Luftdurch- 
leitung an. So giinstig aber auch eine solche reichliche Sauerstoff- 
versorgung das rasche Fortschreiten der Hydrolyse beeinfluBt, so ist 
diese doch keineswegs an ein solches Verfahren unbedingt gebunden, 
wie dies ja schon meine alten ,,Autolyse‘‘versuche zeigen, bei welchen 
der in der Flissigkeit absorbierte Sauerstoff geniigte. Viel rascher 
kommt man freilich zum Ziele, wenn man, wie schon bemerkt, die 
Amylose-Salzmischungen in diinner Schicht auf den Boden einer 
Glasdose ausgieBt, wo sie dann auf dem Wasserbade ruhig mit Luft 
in Berithrung bleibt. Ich habe oft genug Fille beobachtet, wo unter 
diesen Umstanden die Hydrolyse sogar rascher verlief als in den Schiittel- 


1) ,,Fermentforschung™ 4, 16. 
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proben. Handelt es sich um Zuckernachweis, so muB man aus spiité 
zu besprechenden Griinden konzentriertere Amyloselésungen bi 
nutzen (Salzlésung und Amylose zu gleichen Teilen); dann verzége1 
sich natirlich die Reaktionszeit sehr betrichtlich. 


Versuch mit n/2 NaCl (3 proz. Lésung). 

a) Gleiche Teile 1 proz. Kartoffelamylose- und Salzlésung werden 
gemischt und davon wieder 5 ccm mit ebensoviel Salzlésung verdiinnt, 
gekocht und nach dem Abkiihlen 44 Stunde kraftig mit Luft geschiittelt 
Hierauf wird im Wasserbad (40°) dauernd filtrierte Luft durchgeleitet 

b) 3cem derselben gekochten, ungeschiittelten Amylose-Salzmischung 
in einer Glasdose ausgegossen und verschlossen bei 40° in diinner Schicht 
der Luft ausgesetzt. 

c) 10 cem desselben Lésungsgemisches wngeschiittelt bei 40° gehalten (im 
verschlossenen Reagenzglas unter Toluoldecke). 

Schon nach 2 Stunden gibt a) rotviolette, b) rote Jodreaktion, nach 
weiteren 3 Stunden ist a) achromisch geworden, b) reagiert mit Jod noch 
rotlichgelb, ¢) auch noch am folgenden Tage blau. 


Versuch mit n/2 KCl (3,7 proz. Lésung). 

a) bis c) wie im vorigen Versuch vorbereitet. Nach 2 Stunden gibt a) 
blauviolette, b) rotviolette Jodreaktion, nach weiteren 5 Stunden sind 
a) und b) achromisch, c) reagiert auch noch am niachsten Tage rein blau. 

Ganz ahnlich verliefen Versuche mit n/2 NaBr. Auch hier ging die 
Hydrolyse anfangs in der Glasdose rascher vor sich, indem nach 2 Stunden 
bereits rotviolette Jodreaktion eintrat, wihrend die geschiittelten Proben 
a) erst blauviolett reagierten, ein sehr klarer Beweis, da®B es nur auf die 
Wechselwirkung mit dem Sauerstoff ankommt und nicht auf den mecha- 
nischen EinfluB des Schiittelns. Von den gepriiften Salzen wirkt NaCl 
entschieden am besten, eine Tatsache, die noch deutlicher hervortritt, 
wenn man Versuche mit CaCl, oder BaCl, zum Vergleich heranzieht, 
deren hydrolytische Wirkung in aquimolekularer Lésung unter sonst 
gleichen Bedingungen eine ungleich lingere Zeit in Anspruch nimmt. Es 
spielen demnach neben den Anionen auch die Kationen bei dem Vorgang 
eine wesentliche Rolle. Von den letzteren sind die Alkalimetalle den 
Erdmetallen, von den ersteren wieder das Chlor dem Brom iiberlegen. 


Die Tatsache, daB die Stirkehydrolyse durch Salzlésungen ihr 
Optimum erst bei auffallend hohen Konzentrationen erreicht, legt die 
Frage nahe, ob nicht etwa auch rein physikalische Einwirkungen der 
Salze auf die kolloidale Lésung mit ins Spiel komme. Handelt es sich 
doch bei den von mir immer benutzten Amyloselésungen trotz ihrer 
vollkommenen Durchsichtigkeit um ein zweiphasiges Hydrogel, indem 
die Substanz, welche sich den Stiarkekérnern durch Wasser schon bei 
einer Temperatur von 80° gréBtenteils entziehen l4Bt, nicht eine wirk- 
liche kolloidale Lésung bildet, sondern in der Fliissigkeit nur im Zu- 
stande héchstgradiger Quellung enthalten ist, obschon die scheinbare 
Lésung auch bei Dunkelfeldbeleuchtung optisch leer erscheint!). Leider 


1) Pfliigers Arch. 183, 1920. 
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ind unsere Kenntnisse itiber die physikalisch-chemische Einwirkung 
von Salzen auf Stairkelésungen noch ganz ungeniigend, was zum 
vuten Teil darauf zuriickzufiihren ist, daBS man bisher nicht geniigend 
uf die Zusammensetzung der Starkekérner aus zwei bzw. drei in 
ihren Eigenschaften ganz verschiedenen Substanzen Riicksicht nakm. 
Dies liegt aber wieder daran, da man es versiumte, die Quellungs- 
bzw. Lésungsvorginge der Rohstiirke an Hand der mikroskopisch 
nachweisbaren Veriainderungen der Korner zu kontrollieren. In der 
eben erwahnten Arbeit habe ich gezeigt, daB jedes Starkekorn aus 
mindestens zwei Stoffen besteht, einer in Wasser scheinbar léslichen 
Substanz, die schon beim Erhitzen auf 80° zum gréBten Teil extrahiert 
wird und sich mit Jod rein blau fairbt (Maquennes ,,Amylose‘‘) und 
einer sehr viel weniger quellbaren Stromasubstanz (Maquennes ,,Amylo- 
pektin“‘), welches, wenn vollig amylosefrei, sich mit Jod braun farbt 
und, wie Maquenne ganz richtig erkannte, allein die Ursache der Kleister- 
bildung ist. Es handelt sich aber nicht, wie dieser Forscher annahm, 
um eine Hiille aus Amylopektin und einen Inhalt aus Amylose, sondern 
beide Substanzen durchdringen sich in einem Starkekorn auf das 
innigste, lassen sich aber, wie gesagt, durch vorsichtiges Erhitzen 
mit Wasser voneinander trennen, so daB nichts leichter ist, als ganz 
reine (amylopektinfreie) Amyloselésungen zu gewinnen. Das um- 
stindliche Verfahren, welches Roux!) zu diesem Zwecke angegeben 
hat, ist ganz iiberfliissig. Solche (scheinbare) Lésungen zeichnen sich 
nun durch ihre groBe Haltbarkeit aus, wenn sie vor dem Staub der 
Luft und bakterielle Infektion, gegen die sie tibrigens auch sehr un- 
empfindlich sind, geschiitzt aufbewahrt werden. Wahrend die bisher 
gewohnlich benutzten Stirkelésungen (d. h. verdiinnter Starkekleister) 
die Erscheinung des ,,Alterns’’ (Retrogradation Maquennes) zeigen, 
die auf einer kérnigen Ausscheidung von Amylose beruhen soll, bleibt 
eine wirklich reine Amyloselésung bei nicht zu hoher Temperatur 
wochen-, ja monatelang vollig unverindert, wenn sie, mit Toluol tiber- 
schichtet, in sterilen GefaBen aufbewahrt wird. Keine Spur von Triibung 
macht sich bemerkbar und die rein blaue Jodfarbe bleibt unverandert. 
Nach Samec (1. c.) wird das Altern einer Stirkelésung von einer sehr 
starken irreversiblen Viskosititsabnahme (Dehydratation) begleitet, 
die sich schon nach wenigen Tagen bemerkbar macht und mit einer 
zunehmenden Triitbung der anfangs ,,fast‘‘ klaren Lésung Hand in 
Hand geht. Seine Lésungen waren in der Weise hergestellt, daB so viel 
lufttrockene Starke (welcher Art wird nicht angegeben) mit 25 ccm 
kaltem Wasser angeriihrt wurde, als fiir 100 ccm einer 2proz. Losung 
nétig war, der Brei wurde in 75 ccm kochendes Wasser gegossen und 


1) Bull. de la Soc. chim. 8, 33, 1905. 
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unter Riihren cine Minute erhitzt. Der Kleister kam dann in Druc| 
gefiBe und wurde 2 Stunden auf 120° erhitzt; nach dem Abkihk 
wurde zweimal unter Druck durch gehartete Filter filtriert. Solc! 
Lésungen wurden dann mit Wasser auf 1° verdiinnt und _ besal 


an sich einen hohen Grad von Ziahigkeit. Nach Maquenne verdank: 


der tiberhitzte Starkekleister seine Viskositat dem Amylopektin. We: 
dieses wihrend der Retrogradation nicht abgeschieden wird, so wii: 
kaum eine nennenswerte Anderung der inneren Reibung zu erwarte: 
wiahrend eine Abscheidung desselben (nach Bottazzi) oder ein Mitreils 
durch ausfallende Amylose (nach Z. Gruzewska) einen ganz bedeutende: 
Abfall der Zahigkeit waihrend des Alterns mit sich bringen miiBte. 

Die innere Reibung von Lyokolloiden hangt aber, wie aus de: 
Untersuchungen an EiweiBlésungen bekannt ist, auch von der Stark: 
der Hydratation der dispersen Phase ab (W. Pauli). Wenn also di 
Zaihigkeit der Stirkelésungen beim Altern abnimmt, so darf mai 
hierin den Hinweis auf einen méglichen Wechsel des Hydratations 
grades bzw. des lyophilen Charakters des Kolloids erblicken. Nebe: 
der Dehydratation kommt es aber offenbar auch zu einer Agglutination 
der Teilchen. Jene verursacht die Abnahme der inneren Reibung 
und eine Verkleinerung der TeilchengréBe (infolge Abgabe des Hydra- 
tationswassers), diese dagegen kann bei héherer Stirkekonzentration 
zu einem gegenseitigen Verkleben der Partikel und dadurch zu eine! 
Versteifung der Lésung fiihren, bei niedriger hingegen nur zu eine! 
Ausflockung Veranlassung geben. In beiden Fallen wiirde infolg 
der Agglutination der Dispersionsgrad sinken (Samec). Dies miiBte 
nun offenbar auch der Fall sein, wenn bei Zusatz von Salzen etwa eine 
Dehydratation der Teilchen erfolgte. Samec hat den Einflu8 von 
zwei Neutralsalzen [(N H,),SO,und (NH,)CNS}] gepriift. ,, Beim Ammo- 
niumsulfat zeigen die Starke-Salzmischungen bis zu einer n/100 Salz- 
konzentration einen Reibungsabfall ihnlich dem der rein wisserigen 
Starkelésung; die n/10 Salzstiirke aber behilt ihre anfangs erhaltenc 
Viskositait 9 Tage, die halbnormale gar 50 Tage lang fast ungeschwiacht 
bei.“ Beim Rhodanammonium hingegen geht die stabilisierende 
Wirkung des Salzes durch ein Maximum (bei 1 . 10-3 n), indem héhere 
Salzkonzentrationen die Geschwindigkeit der Viskositiitsabnahme be- 
deutend erhdéhen. 

Kine Viskosititsabnahme durch Dehydratation miiBte sich doch 
wohl schon in der ersten Zeit nach Zusatz eines Salzes bemerkbar 
machen. Ein Erfolg, der im Verlauf von Tagen oder gar Wochen ein- 
tritt, kann unméglich allein auf die wasserentziehende Wirkung von 
Salzen bezogen werden. Wenn nun aber, wie sich jetzt herausstellt, 
gewisse Neutralsalze Starke in Anwesenheit von Sauerstoff hydro- 
lytisch vollkommen aufzuspalten vermégen, dann ist bei etwaigen 
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\nderungen der Viskositiét im Sinne einer Abnahme derselben natiirlich 
in erster Linie mit dieser chemischen Wirkung der zugesetzten Salze 
als veranlassende Ursache zu rechnen. Der Umstand, dah, wie 
Samec beobachtete, Ammoniumrhodanid in héheren Konzentrationen 
die Geschwindigkeit der Viskositatsabnahme bedeutend erhdhte™, 
diirfte wohl hauptsichlich so zu deuten sein, da ja gerade Rhodanide 
ungleich starker hydrolysierend wirken als Sulfate. Ich habe bei meinen 
Amylose-Salzmischungen unmittelbar nach deren Herstellung einige 
Viskositatsbestimmungen ausgefiihrt, aber, abgesehen von einer ge- 
ringen Steigerung bei héheren Salzkonzentrationen, die ihre Erklarung 
wohl darin findet, daB diese fiir sich allein schon ausreichend sind, 
um bei gleichbleibender innerer Reibung der Amylose die beobachtete 
Zunahme der Viskositat zu bewirken, keine Anderung gefunden. Da- 
gegen war stets eine sehr auffallende Abnahme derselben im Verlauf 
der Hydrolyse nachweisbar. Ich darf also wohl annehmen, dab eine 
irgend erhebliche sofortige Deshydratation trotz der hohen Konzen- 
trationsgrade der benutzten Salzlésungen nicht stattgefunden hat, was 
mit der Tatsache in Ubereinstimmung steht, daB die vollkommene 
Durchsichtigkeit der Amyloselésungen durch die zugesetzten Salze 
nicht geindert wird. Die schwere Aussalzbarkeit solcher Lésungen 
ist dafiir ein weiterer Beweis. Durch (NH,),SO, laBt sich allerdings 
Amylose aus einer lproz. Lésung restlos aussalzen, wenn man die 
Fliissigkeit mit dem Salze sattigt; das Filtrat zeigt dann keine Spur 
von Jodreaktion. Mit NaCl gelingt es dagegen nicht, Amylose aus- 
zusalzen. Zwar entsteht beim UbergieBen von Kochsalzpulver mit 
der Lésung eine sehr deutliche Triibung, wenn man aber nach langerem 
Stehen filtriert, reagiert das klare Filtrat nicht merklich schwacher 
blau mit Jod wie die urspriingliche Lésung. Uberschichtet man da- 
gegen konzentrierte Kochsalzlésung im Reagenzglas mit | proz. Amylose, 
so fehlt an der Grenzfliche jede Spur von Triibung und eine solche 
tritt auch nicht auf, wenn man jetzt das Gemisch mit NaCl sattigt. 
Es lag nicht in meiner Absicht, dieses eigenartige Verhalten naher 
zu untersuchen, vielmehr kam es mir vorliufig nur darauf an, mich 
davon zu vergewissern, daB bei meinen Versuchen eine etwaige Anderung 
des Dispersitatsgrades durch Dehydratation nicht in Frage kam. Da- 
gegen war daran zu denken, ob eine solche Anderung nicht etwa durch 
das anhaltende Schiitteln der Proben bewirkt wird, und wenn sie 
auch nicht allein geniigt, die Hydrolyse herbeizufiihren, doch als 
foérderndes Moment mit in Betracht kommt. Die oben angefiihrten 
Versuche beweisen, wie ich glaube, hinlanglich, daB davon nicht die 
Rede sein kann, und da® das Schiitteln eben nur die Zufuhr des Sauer- 
stoffs beférdert, auf dessen Mitwirkung es gegebenenfalls wesentlich 
ankommt. Wie nun freilich der Sauerstoff in den Vorgang der Hydrolyse 
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44 W. Biedermann: 
eigentlich eingreift, dariiber lassen sich héchstens Vermutungen auBern, 
Fir sehr wahrscheinlich halte ich es, daB der physikalisch-chemisch 
Zustand der Amyloselésungen, ihre Natur als ein auferordentlich 
wasserreiches Gel, in welchem die disperse Phase aus Kolloidteilchey 
im Zustande héchstgradiger Quellung besteht, die in einer grofer 
Wassermenge verteilt sind, dabei eine wesentliche Rolle spielt, indei 
der Sauerstoff zuniichst durch Adsorption an die Amyloseteilchen 
gebunden wird. Dafiir scheint mir auch zu sprechen, daB die ,,Regen: 
ration erhitzter Speichellésungen beim Schiitteln mit Luft durch da- 
ausgeflockte koagulierte Eiwei8 ganz wesentlich geférdert wird! 
Jedenfalls wird man sich den EinfluB des Sauerstoffs kaum anders 
als einen oxydierenden denken kénnen; liegen doch auch eine ganz 
Reihe von Erfahrungen vor, die an eine Mitwirkung von Oxydasen 
bei den natiirlich vorkommenden Diastasen denken lassen. Nach 
Schoenbein kommt Enzymen ganz allgemein die Eigenschaft zu, Guajak 
in Gegenwart von H,O, zu blauen. 

In erster Linie gilt dies fiir die meisten Diastasepriparate, so 
daf Griiss diese Reaktion geradezu als eine fiir Diastase charakteristische 
bezeichnete und sie benutzte, um die Lokalisation dieses Fermentes 
in der Pflanze kennenzulernen. Lintner bemerkt hieriiber: ,,Eine 
Reaktion aber gibt Diastase, die sonst kein Proteinkérper zeigt, in 
ausgezeichneter Weise, das ist die Reaktion gegen Guajaktinktur und 
H,0O,, ja es will mir scheinen, als ob diese Reaktion in der Form, wie 
sie von mir angestellt wird, fiir die Diastase charakteristisch wiire.‘ 
Nach Jacobson soll es allerdings méglich sein, Diastasepriiparate zu 
gewinnen, welche jene Reaktion nicht zeigen und doch wirksam sind. 
Fiir den menschlichen Speichel liegen so zahlreiche und so bestimmte 
Angaben iiber das Vorhandensein von Oxydasen vor, daB ein Zweifel 
kaum méglich erscheint. Uber ihre Bedeutung und ihre eventuelle 
Beziehung zur Amylase liBt sich aber vorliufig nichts Sicheres sagen. 
Nachdem jetzt die groBe Bedeutung des Sauerstoffs fiir die Amylo- 
lytischen Fermente bekannt geworden ist, wird man den begleitenden 
Oxydasen erneute Aufmerksamkeit zuwenden miissen. 

Die Ubereinstimmung der Salzhydrolyse mit der Wirkung sehr 
verdiinnter Amylaselésungen prigt sich auch darin aus, daB die Sub- 
stanz, aus welcher die Stromata der Stirkekérner nach Extraktion 
der Amylose in der Hauptsache bestehen, sich auBerordentlich wider- 
standsfahig erweist. Aus Kartoffelstiirke kann man sich, wie ich schon 
friiher zeigte*), sehr leicht Lésungen von ,,Amylopektin“ herstellen, 
welche selbst von stark verdiinntem Speichel noch rasch abgebaut 


1) Diese Zeitschr. 129, 1922. 
2) ,,.Fermentforschung’ 4, 9ff. und Pfliigers Arch. 188, 1920. 
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erden; geht man aber zu den héchsten Verdiinnungsgraden iiber, 
dann verzégert sich die Hydrolyse des Amylopektins im Vergleich 
ur Amylose immer mehr, und schlieBlich wird zwar noch diese abgebaut, 
das Amylopéktin aber nicht mehr. Der Salzhydrolyse ist das letzere 
selbst unter den giinstigsten Umstinden ganz unzugdnglich. Man wird 
daher wohl auch eine losende Wirkung von Salzen auf natiirliche 
Starkekérner ohne Mitwirkung einer Amylase fiir ausgeschlossen 
halten miissen. Ich erwihne dies deswegen, weil W.S. Iljin!) vor 
kurzem sehr interessante Beobachtungen iiber Verschwinden und 
Kntstehen von Starke in den SchlieBzellen der Spaltéffnungen von 
Pflanzen unter dem EinfluB von Salzen mitgeteilt hat. Er wurde 
durch seine Untersuchungen auch dazu gefiihrt, die Frage experimentell 
zu priifen, ob Salze imstande sind, unmittelbar Starke abzubauen, 
und gelangte so auch seinerseits, ohne offenbar von meinen friiheren 
Arbeiten Kenntnis zu haben, zur Feststellung der Salzhydrolyse. Die 
betreffende Stelle?) lautet folgendermaBen: ,,In der Tat vermégen es 
Salze, was aus Versuchen hervorgeht, an und fiir sich ohne Teilnahme 
der Fermente, Starke zu lésen (d. h. abzubauen, B.). Jedoch verlauft 
dieser ProzeB nur in sehr schwachen Stirkekonzentrationen und auBerst 
langsam. Hierbei gelang es mir, diese Stiirkeauflésung nur in vitro, 
im Reagenzglas zu erreichen; an Pflanzenobjekten wurde das Ferment 
getétet, und brachte ich die Epidermisschnitte mit Stirke angefiillten 
Spaltéffnungen in Salzlésungen hinein, so fand kein Stirkeverschwinden 
statt. Fir den Versuch wurde Starkekleister von 0,01 bis 0,02 % Starke- 
gehalt zubereitet: diesem verdiinnten Kleister wurden Salze in ver- 
schiedenen Konzentrationen zugesetzt und hierauf periodisch Starke- 
nachweis vorgenommen. Stirkere Aktivitét zeigten verhiltnismabig 
schwache Lésungen, in denen Salz in Hundertsteln und Tausendsteln 
des Mols enthalten war. Als aktiv erwiesen sich verschiedene Chloride. 
Auf Grund der Jodreaktion beurteilt, durchliuft der Starkezerfall 
infolge der Salzwirkung dieselben Stufen wie bei der Einwirkung von 
Sauren oder der Diastase, d. h. es findet zunaichst Dextrinbildung 
statt; die blaue Farbung wird allmahlich violett, dann rot und schlieBlich 
farblos (Iljin).“’ In bezug auf die von ihm an lebenden stiarkefiihrenden 
Zellen beobachteten Erscheinungen hilt es Jljin fiir wahrscheinlich, 
daB die Salze ,,einen Ubergang des Proferments in ein aktives Ferment 
bedingen“. 
Wenn, wie die mitgeteilten Versuche lehren, die hydrolytischen 
Wirkungen von Salzlésungen im Verein mit Sauerstoff hinsichtlich 
des zeitlichen Verlaufes der Reaktion und ihrer Abhingigkeit von der 


1) W.S. lljin, diese Zeitschr. 182, 1922. 
2) l.c., S. 520-f. 
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Konzentration der wirksamen Substanz durchaus jener hochverdiinnt 
Diastaselésungen entspricht, so bezieht sich das doch im wesentliche 
nur auf den Abbau der Starke bis zum Verschwinden der Jodreaktio 
Zwar hatte ich mehrfach mit Erfolg auch auf Zucker gepriift, abx 
in anderen Fallen war mir der Nachweis nicht gelungen, und stet 
fielen die Reduktionsproben schwicher aus, als es nach der Konzen 
tration der Amyloselésung zu erwarten gewesen ware. Eine genauer: 
Untersuchung zeigte nun, da auch in bezug auf die Zuckerbildun, 
eine vollkommene Ubereinstimmung der Salzhydrolyse mit dem schon 
vor Jahren von mir festgestellten Verhalten hdchstverdiinnter Diastas: 
(Speichel-) Lésungen besteht. 

Bekanntlich laBt sich, wenn nicht allzu verdiinnte Amylaselésungen 
auf Starke einwirken, schon nach ganz kurzer Zeit (bei gut wirksamem 
Speichel fast momentan) neben Dextrinen reduzierender Zucker nach 
weisen, wenigstens dann, wenn der achromische Punkt erreicht ist 
Dies war auch der Hauptgrund fiir die Annahme, daB bei der fermen- 
tativen Spaltung aus dem Starkemolekiil schon bei Beginn des Abbaues 
Zucker abgesprengt wird, wobei gleichzeitig Dextrine entstehen, die 
dann ihr Molekiil durch weitere Zuckerabsprengungen verkleinern, bis 
schlieBlich der ganze Abbau zum Zucker vollzogen ist. Dieser An- 
nahme steht eine andere gegeniiber, wonach die Starke zuerst in Dextrine 
und diese nach und nach in Zucker tibergehen. 

In unvereinbarem Widerspruch mit der ersteren Auffassung steht 
nun die Tatsache, daf jene Regel vom Vorhandensein von Zucker 
gleich im ersten Beginn der Starkespaltung eine Ausnahme erleidet, 
wenn sehr verdiinnte Fermentlésungen zur Verwendung kommen. 
LaBt man auf gleiche Mengen Amylose immer verdiinntere Ferment- 
lésungen einwirken, so wachsen die zur Erreichung des achromischen 
Punktes erforderlichen Zeiten proportional mit der Verdiinnung und 
sind daher den Fermentmengen umgekehrt proportional. Die ge- 
bildeten Zuckermengen nehmen dabei immer mehr ab, und schlieBlich 
findet sich in jenem Stadium der Reaktion gar kein Zucker mehr oder 
héchstens Spuren. Es kann daher Starke (Amylase) in Dextrinkérper 
tibergefiihrt werden, ohne daB dabei notwendig immer auch Zucker ent- 
steht'). Schon friiher hatte man auf verschiedene Erfahrungen an- 
genommen, daf die fermentative Starkespaltung sich in zwei sukzessiven 
Phasen abspielt, einer ersten, die zur Verfliissigung der Starke fihrt, 
und einer zweiten der Verzuckerung. Man hat dementsprechend auch 
zwei verschiedene Fermente angenommen, eines, welches die Starke 
in Dextrine iiberfiihrt und ein anderes, das die weitere Verarbeitung 
zu Maltose vollzieht. Das erstere wire als ,,Amylase, das andere 


') ,,Fermentforschung‘ 1, 401 ff., 1916. 
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ls ,,Deatrinase’ zu bezeichnen. Zugunsten dieser ,,Zweienzymtheorie™ 
nachte Pottevin') die Beobachtung geltend, daB es gelingt, durch 
kurzes Erhitzen auf 80° (5 Minuten) der Diastase die zuckerbildende 
funktion zu nehmen, ohne die starkelésende zu zerstéren. Nach 
Fraenkel und Hamburg?) sollen sich die angeblichen zwei Fermente 
lurch fraktionierte Dialyse trennen lassen; dem Dialysat kame nur 
llein verzuckernde Wirkung zu. Auch Oppenheimer*®) und H. Prings- 
heim’) neigen sich der Zweienzymtheorie zu; der letztere schreibt 
der Auffassung, daB sich der Starkeabbau vornehmlich in zwei Phasen 
vollzieht, ,,eine gewisse Berechtigung* zu: 

, Jedenfalls miissen wir zwei verschiedene Vorgiinge unterscheiden: 
nimlich einerseits die Verfliissigung der Starke und andererseits die Ver- 
zuckerung. Wir kénnten demzufolge von zwei Fermenten sprechen, einem, 
welches die Starke zu Dextrinen abbaut und einem andern, das die Dextrine 
in Zucker umwandelt. Jedoch laufen diese Prozesse ohne die Méglichkeit 
einer scharfen Trennung ineinander, und die Beurteilung dieser Vorginge 
wird dadurch ganz besonders erschwert, daB wir im Grunde genommen 
keine einheitlichen Dextrine kennen, und dai wir demzufolge auch nicht 
feststellen kénnen, wo die Wirkung der Amylase aufhért und die der Dextri- 
nase beginnt.** (Pringsheim.) 

Tatsichlich gelingt nun die glatte Trennung der beiden Haupt- 
phasen des Stirkeabbaues auBerordentlich leicht, und es sind hierzu 
keinerlei kiinstliche Mittel, wie Erwirmen oder Dialyse, erforderlich. 
Kinfaches Verdiinnen einer wirksamen Fermentlésung geniigt. Wenn 
iuBerst verdiinnte Speichellésungen aus Amylose erst zu einer Zeit 
Zucker abzuspalten beginnen, wo bereits der achromische Punkt er- 
reicht bzw. iiberschritten ist, so folgt daraus, da die chemischen Ver- 
iinderungen, welche das Stirkemolekiil wahrend des ganzen Zeit- 
raumes erleidet, wo Jod noch eine positive Farbenreaktion bedingt, 
eben nur ,,Dextrine“‘, nicht aber Zucker liefern. Die Entstehung dieses 
letzteren kniipft sich also an die fermentative Spaltung von Kérpern, 
welche der ,,achromischen*‘ Gruppe der Dextrine ( Achroodextrine Briickes) 
angehoren. DaB andererseits bet Fermentkonzentrationen, wo die 
Jodreaktion fast momentan verschwindet, die Zwischenstadien der 
Umsetzung also sozusagen latent bleiben, auch sofort Zucker nach- 
weisbar ist, kann natiirlich nicht als ein Beweis gegen die Annahme 
einer Stufenreaktion geltend gemacht werden. Vielmehr wird voraus- 
zusetzen sein, da sich der chemische Vorgang auch in diesem Falle 
in derselben Reihenfolge abspielt wie bei sehr hohen Verdiinnungs- 
graden, nur folgen die einzelnen Phasen dann so rasch aufeinander, 


') Ann. Inst. Pasteur, 8. 13—18 qq. 
2) Hofmeisters Beitr. 8, 1906. 

3) Fermente 1, 280. 

4) Die Polysaccharide, 8. 74, 1919. 
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das sie nicht mehr als ,,Reihe‘ erscheinen, sondern gewissermal 

in einen Punkt zusammengedrangt sind. Man mu zugeben, daB auc! 
gerade das Verhalten hochverdiinnter Amylaselésungen sehr zugunste: 
der Annahme zweier Fermente zu sprechen scheint, die in Stufen.- 
reaktionen wirken.  Bewiesen ist sie dadurch freilich ebensowenig wi 
durch alle anderen dafiir geltend gemachten Erfahrungen. Bei diese: 
Sachlage erscheint es nun sehr erwiinscht, daB die Salzhydrolyse di: 
Méglichkeit gewahrt, eine sichere Entscheidung zu treffen, inde 
auch in diesem Falle die Dextrin- und Zuckerbildung zeitlich vollig getrennt 
voneinander ablaufen, ohne dap natiirlich an der EHinheitlichkert de 

bewirkenden Ursache hier gezweifelt werden kénnte. 

Die Untersuchung dieser Verhiltnisse bietet einige Schwierig- 
keiten, die in dem noch ungleich mehr als bei stark verdiinnten Ferment 
lésungen verzégerten Verlauf der Reaktion begriindet liegen. Wii 
schon erwaihnt, hingt die Reaktionszeit bei der Salzhydrolyse nicht 
nur von der Konzentration der Salzlésung, sondern auch von der 


Substratmenge ab. Je weniger Amylose vorhanden ist, um so schneller 


volizieht sich in einem gegebenen Falle auch der Abbau. Nun ist ja 
infolge der groBen Empfindlichkeit der Jodreaktion die Aufeinander- 
folge der Farbenainderungen noch bei sehr verdiinnten Amyloselésungen 
mit Sicherheit festzustellen; nicht so aber, wenn es sich um den Nach- 
weis von Zucker handelt. Man kann sich leicht iiberzeugen, dafi 
Lésungen, die bei Jodzusatz sich noch sehr deutlich blau fiairben, keine 
sichere Zuckerreaktion mehr geben, wenn man die Amylose etwa 
durch Speichel vorher verzuckert hat. Bereitet man in der bekannten 
Weise eine I proz. Lésung von Kartoffelamylose und verdiinnt dann 
mit dem gleichen Volumen destillierten Wassers, so farbt sich ein 
Tropfen bei Jodzusatz noch dunkelblau. Ein einziger Tropfen gut 
wirksamen Speichels geniigt, um in etwa 10 ccm der Lésung ohne 
Erwirmung den achromischen Punkt sofort herbeizufiihren. Digeriert 
man dann noch einige Zeit bei einer Temperatur von 40°, um sicher 
zu sein, daB auch die Verzuckerung beendet ist, und priift das Reduk- 
tionsvermégen mittels der J’rommerschen Probe, so ist das Resultat 
zwar immer ein positives, aber die Ausscheidung von Cu,O ist doch 
keineswegs so reichlich, wie man auf Grund der urspriinglichen inten- 
siven Jodreaktion vielleicht hatte erwarten kénnen. Da es sich um 
Maltose handelt, die Reduktion der alkalischen Kupferlésung durch 
diesen Zucker aber erst nach einer Kochzeit von einigen Minuten er- 
reicht ist'), so habe ich die Proben immer fiir etwa 5 Minuten in ein 
kochendes Wasserbad gestellt. Man wartet dann am besten, bis sich 


') Zeitschr. f. physiol. Chem. 99, 8, 1917 und Soxhlet, Journ. f. prakt. 
Chem. 22, 1880. 
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las Kupferoxydul beim Abkihlen allmahlich zu Boden setzt und hier 
in rotes Haufchen bildet. Unter diesen Umstanden war vorauszusehen, 
a8 starker verdiinnte Amyloselésungen, wie ich sie bei den Versuchen 
iiber Salzhydrolyse zu verwenden gezwungen war, um die Reaktions- 
zeit nicht allzusehr zu verlingern, der Zuckernachweis schon mit 
einigen Schwierigkeiten verbunden sein wiirde. Dennoch gliickt er 
noch regelmaBig und mit Sicherheit, wenn man zur Probe eine mit 
zwei Volumen Wasser oder Salzlésung verdiinnte 1] proz. Kartoffel- 
amyloselésung verwendet, nur ist der Erfolg der Priifung unmittelbar 
nach der Verzuckerung mit Speichel oft schwer zu beurteilen, wenn 
man nicht das Absetzen des Oxydulsedimentes abwartet. 

Wenn es nur darauf ankommt, die Tatsache festzustellen, da 
bei einer Salzhydrolyse iiberhaupt Zucker entsteht bzw. entstehen 
kann, so verwendet man am besten die friiher angegebene Phosphat- 
mischung. Was den Verdiinnungsgrad der Amyloselésung betrifft, 
so habe ich als Grenzlésung, die zwar keine starke, aber, wenn wirklich 
alle vorhandene Amylose verzuckert ist, doch immerhin eine sehr 
deutliche, absolut beweisende Zuckerreaktion liefert, zugleich aber 
auch so verdiinnt ist, daB die Dextrinbildung nicht allzu stark ver- 
zégert erfolgt, immer die gleiche Mischung aus 2 Volumen Salzlésung 
und 1 Volumen der Iproz. Kartoffelamyloselésung verwendet. Nur 
gelegentlick habe ich auch Mischungen gleicher Volumen | proz. Amylose- 
und Salzlésung verwendet; dann muBte aber die Versuchszeit unter fort- 
dauernder Luftdurchleitung um mehr als das Doppelte verlingert werden. 
Die Reduktion war natiirlich dementsprechend starker. Die T’rommersche 
Probe hat sich mir dabei am besten bewihrt. Da es sich immer nur 
um sehr kleine Zuckermengen handelt, mufs man aber die gehérige 
Vorsicht walten lassen. Es wurden stets zwei Proben mit gleichen 
Mengen desselben, einem Hydrolyseversuch entstammenden Lésungs- 
gemisches gemacht, die eine wurde vorher nach Zusatz eines Tropfens 
Speichel vollstandig verzuckert, wihrend die andere unverindert auf 
Zucker gepriift wurde. Da sich sehr bald herausstellte, daB die Zucker- 
bildwng auferordentlich viel langsamer abléuft als die Uberfiithrung in 
Dextrin und niemals vor Erreichung des achromischen Punktes einsetzt, 
meist sogar erst viel spdter, so habe ich die Zuckerpriifung immer erst 
nach 24stiindigem Verweilen der Proben bei 40° vorgenommen, um 
sicher zu sein, daB die unter den gegebenen Verhiltnissen groBtmégliche 
Menge von Zucker auch gebildet wurde. Lief sich solcher tiberhaupt 
nachweisen, so blieb doch dessen Menge immer sehr auffallig hinter 
der zuriick, welche nach MaBgabe des ausgeschiedenen Kupferoxyduls 
in den gespeichelten Proben vorhanden war. Verwendet man schwiacher 
wirkende einfache Salzlisungen, so ist die Reduktion oft so schwach, 
daB nur ein leichter roter Hauch sich bei langerem Stehen der Probe 
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am Boden des Reagenzglases allmahlich absetzt; unter allen Um 
stinden muB man mit dem Zusatz von CuSO, sehr vorsichtig sei: 
und stets nur stark verdiinnte Lésungen anwenden. Es bedarf kaun 
der Erwihnung, daB die Zuckerbildung um so mehr zuriicktritt, ;: 
schwicher die hydrolysierende Wirkung eines Salzes ist, aber selbs: 
unter den giinstigsten Umstinden findet bei der Salzhydrolyse nur ein 
teilweise Verzuckerung der Amylose statt, selbst wenn die Dauer eines 
Versuches unter fortwaihrender Durchliiftung der Probe iiber 24 Stunden 
hinaus verldéngert wird. Am deutlichsten fand ich den Erfolg stets bei 
Verwendung von Phosphatmischungen oder einer n/2 NaCl-Lésung 
Mit aquimolekularen Lésungen von CaCl, und BaCl, ist mir der Zucker 
nachweis niemals gegliickt. 

Bekanntlich liegen in der Literatur Angaben vor, wonach es ge- 
lingt, Amylaselésungen ihrer zuckerbildenden Fahigkeit zu berauben 
mit Erhaltung der Dextrinbildung, und man hat diese Erfahrungen 
im Sinne der Zweienzymtheorie gedeutet. Es scheint mir ganz un- 
zweifelhaft, daB es sich bei diesen Versuchen, die sich hauptsachlich 
auf den EinfluB héherer Temperatur (kurzes Erhitzen der Ferment- 
lésungen auf 80°) beziehen, lediglich um eine Folge der damit ver- 
bundenen Schidigung und Abschwachung der organischen Kom- 
ponente des Ferments handelt, die eben ganz ahnlich wirkt wie eine 
sehr hochgradige Verdiinnung. In beiden Fallen wird in erster Linie 
die Zuckerbildung beeintrichtigt. Man darf daher wohl sagen, dab 
die amylolytische Wirkung gewisser Salze bzw. Salzmischungen in nicht 
zu verdiinnten Lésungen durchaus der kleinster Fermentmengen entspricht, 
in dem MaBe, da die seinerzeitige Verwechslung der Salzhydrolyse 
mit einer durch Fermentspuren bedingten ,,Autolyse““ um so mehr 
entschuldbar erscheint, als die Austreibung des Sauerstoffs beim Kochen 
auch noch Thermolabilitét vortiuschte. Die enorme Steigerung, welche 
die an sich unmerkliche katalytische Wirkung kleinster Salzmengen 
durch das Hinzutreten einer an sich ganz unwirksamen organischen 
Substanz (des ,,Zymogens“ der Amylasen) erfaihrt, wenn zugleich 
Sauerstoff vorhanden ist, liefert ein ausgezeichnetes Beispiel fiir den 
Satz, daB ein Ferment in erster Linie dadurch charakterisiert ist, daB 
es einen chemischen Vorgang beschleunigt. 

Fir eine richtige Beurteilung der Beziehungen, welche zwischen 
der Salzhydrolyse und einer typischen Amylasewirkung bestehen, von 
der jene zweifellos einen wesentlichen — vielleicht darf man sogar 
sagen, den wesentlichsten — Teil ausmacht, ist es von prinzipieiler 
Bedeutung, daB beide so dhnlichen Vorgdnge auch durch die Reaktions- 
verhilinisse in gleicher Weice bestimmt werden. 

Es war mir seit langem bekannt, daf ,,Autolyseversuche mit 
einfachen Neutralsalvylésungen nur bei streng neutraler Reaktion 
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Erfolg haben und durch den kleinsten Zusatz irgend einer Siure oder 
ines Alkali vereitelt werden; da ich aber von der Ansicht ausging, 
laB es sich bei allen diesen langsam verlaufenden Spaltungsvorgingen 
um die Wirkung von Fermentspuren oder Resten handelt und nicht 
um eine direkte Salzwirkung, so hatte jener hemmende Einflu8B saurer 
oder alkalischer Reaktion eben nichts Uberraschendes, denn es labt 
sich leicht zeigen, daB mit der Verminderung des Fermentgehaltes 
bei zunehmender Verdiinnung etwa einer Speichell6sung die Empfind- 
lichkeit fiir Saéuren oder Alkalien auBerordentlich rasch zunimmt, 
wahrend andererseits sehr konzentrierte Fermentlésungen ihre Wirk- 
samkeit selbst noch bei ziemlich stark saurer oder alkalischer Reaktion 
bewahren. Nachdem nun aber die ,,Autolyse“ als eine unzweifelhaft 
direkte Salz- (Ionen-) Wirkung erkannt ist, erscheint die Empfindlich- 
keit der Neutralsalzlésungen gegen die geringsten Spuren von freien 
Sauren oder Alkali immerhin sehr auffallend. Handelt es sich hier doch 
um einen Fall von hemmender Beeinflussung durch Ionen, die fiir sich 
allein der gleichen Wirkung fahig sind wie die gehemmten, so daB eher 
an eine Summation der Wirkungen hatte gedacht werden kénnen. 
Nun finden wir ja bei Amylaselésungen anscheinend ganz gleichartige 
Verhaltnisse. Aber hier schien die hemmende Wirkung von Sauren 
und Alkalien doch eher verstindlich. In welchem Grade die meisten 
Diastasen gegen Abweichungen von der Neutralitat empfindlich sind, 
ist allbekannt, und wenn auch einzelne, wie besonders Malzamylase, 
ihr Optimum bei schwach saurer Reaktion haben, so wirkt doch auch 
hier eine geringe Steigerung der H-[onenkonzentration schon hemmend. 
Auch bei anderen Fermenten begegnet man ahnlichen Verhiltnissen. 
Man hat angenommen, da bei einer (H), die in einem gegebenen 
Falle das Optimum iibersteigt, als Ursache der Hemmung eine irre- 
versible, fortschreitende Zerstérung des Ferments in erster Linie in 
Betracht kommt. Zur Erklirung der Hemmung eines Ferments bei 
den niederen (H’) bis herauf zum Optimum machte L. Michaelis die 
Annahme, daB es sich nicht um eine bloBe Wirkungshemmung, sondern 
darum handelt, daf ein gewisser Anteil des Ferments eine (reversible) 
Umwandlung in eine unwirksame Modifikation erfahrt. Speziell fiir 
Invertase sollte der wirksame Anteil sich so verhalten, ,,als ob er ein 
elektrolytisches Dissoziationsprodukt der Invertase wire. Gestiitzt auf 
ausgedehnte quantitative Studien verschiedener Fermentwirkungen 
bei wechselnden Werten der (H’), gelangte schlieBlich Michaelis zu 
der Auffassung, daB ganz allgemein die Fermente oder jedenfalls die 
als Traiger der enzymatischen Wirkungen faBbaren Substanzen als 
Elektrolyte, und zwar in weitaus den meisten Fallen als schwach 
amphotere Elektrolyte (Ampholyte) anzusehen sind. Der Einflub 
der (H’) bei einer Fermentspaltung wire dann darin zu suchen, dal 
4* 
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die elektrolytische Dissoziation des Ferments mit der (H’) variiert, 
und dafi entweder nur der dissoziierte Anteil — das Anion bzw. Kation — 
oder nur der undissoziierte Anteil des Ferments enzymatisch wirksam 
ist. Die Wirkung der H-Ionen wire also vor allem in der Beeinflussung 
des elektrolytischen Dissoziationsgrades der als Elektrolyte aufgefaBten 
Fermente zu erblicken. 

Ks will mir scheinen, daB durch den Nachweis einer mit der Wirkung 
kompletter Amylasen wesensgleichen, wenn auch sehr viel schwacheren 
diastatischen Wirkung gewisser Salzionen und namentlich auch durch 
deren Verhalten gegen H- und OH-Ionen, die Theorie von Michaelis 
in ihrer bisherigen Form, wenigstens fiir Amylasen, nicht haltbar ist. 
Denn die Elektrolyte (Salze), welche nach Michaelis erst in komplexer 
Verbindung mit der organischen Substanz des Ferments wirksam sein 
sollten, sind es schon an und fiir sich und werden auch an und fiir sich 
schon durch H- und OH-Ionen gehemmt. Praktisch liegt wenigstens 
fiir sehr verdiinnte Amylaselésungen das Optimum der Wirksamkeit, 
insoweit man von einem solchen iiberhaupt sprechen kann!), bei neu- 
traler Reaktion, und das gleiche gilt ganz streng auch fiir die Stiarke- 
hydrolyse durch Neutralsalze. Hier wirkt jede kleinste Abweichung 
von der Neutralitaét nach der sauren oder alkalischen Seite hin hemmend, 
falls diese durch freie Siuren oder Alkalien bewirkt wird. Es wird 
dadurch in hohem Grade wahrscheinlich gemacht, daB auch die Hem- 
mung der natiirlichen Amylasen durch freie Sauren oder Alkalien, 
wenn diese nicht in zu hoher Konzentration einwirken, nicht sowohl 
auf eine Schadigung oder gar Zerstérung der organischen Komponente 
zu beziehen ist, sondern wohl eher auf eine Ausschaltung der Salzionen. 
Damit steht in Ubereinstimmung, da8 in solchen Fallen die urspriing- 
liche Wirksamkeit sich durch einfache Neutralisation anfangs wieder 
herstellen 148t, waihrend dies nicht mehr gelingt, wenn eine stark 
alkalisch gemachte oder angesiuerte Fermentlésung langere Zeit 
stehen bleibt. Wie nun freilich jene Ausschaltung der Salzionen bzw. 
deren Hemmung durch H- und OH-Ionen zustande kommt, entzieht 
sich vorliufig ebenso der Erklarung, wie die so wesentliche Mitwirkung 
des Sauerstoffs sowohl bei der Ferment- wie Salzhydrolyse oder die 
Beseitigung des schidlichen Einflusses der OH-Ionen der sekundaren 
Alkaliphosphate durch die Ionen des NaCl, die schon J. Bang be- 
kannt war. 


1) ,,Fermentforschung™ 5, 56. 
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Von 
F. Bramigk. 


(Aus der Medizinischen Klinik zu Jena.) 
(Eingegangen am 6. Februar 1923.) 
Mit 1 Abbildung im Text. 


Fiir die in der nachstehenden Arbeit des Herrn Oberarzt Dr. Cobet 
auszufiihrenden Gasanalysen wurde mir die Aufgabe gestellt, eine 
Apparatur zu beschaffen, mit welcher der Kohlensauregehalt in der 
Alveolarluft bestimmt werden konnte. Es wurde gefordert: bei der 
Analyse von etwa 10 ccm Alveolargas mit etwa 5% CO,-Gehalt eine 
Genauigkeit der Kohlensiurebestimmung von 0,05%, d. h. 1% der 
vorhandenen Kohlensiure. Es miissen somit noch 0,005 ccm sicher 
abzulesen sein. Ferner war Bedingung Handlichkeit der Apparatur 
derart, daB die Alveolarluft vom Versuchstier direkt in die Biirette 
entnommen werden kann und Gewihrleistung einer gewissen Schnellig- 
keit der Analyse, so daB der Apparat zur jeweils nachsten Gasentnahme 
(spitestens innerhalb 15 Minuten) rechtzeitig wieder bereitstehen 
konnte. 

Héchste Genauigkeit bei bequemer Handhabung gewihrleistet 
der Apparat von Petterson und Palmgqvist') fiir die Bestimmung der 
atmosphiarischen Kohlensiure. Eine fiir die gestellte Aufgabe geeignete 
Variation lieB sich nicht konstruieren, da gefordert wurde, daB die 
Kohlensaure in groBer Breite, 2,5 bis 18%, schwanken kann. Aus 
dem gleichen Grunde muBte von einer Abanderung des Apparates 
nach Petterson-Hégland-Tobiesen®) Abstand genommen werden. Ich 
griff daher auf die Hempelschen*) Konstruktionen zuriick. Auf die 
,Apparatur zur exakten Gasanalyse ohne Gummiverbindung und 
Schliffe‘‘ muBte wegen der dabei erforderlichen Quecksilbermenge 
aus Sparsamkeitsgriinden verzichtet werden. Es blieb fiir uns aus 
diesen Griinden die ,,Apparatur zur exakten Gasanalyse mit Queck- 
silber nur als Sperrfliissigkeit“. Aber bei all den erwihnten Apparaten 


1) Forschungen auf dem Gebiete der Agrikulturphysik 16, H. 1—2. 
2) Handb. d. Biochem. Arbeitsmethoden 7, 508, 1913. 
3) Hempel, Gasanalytische Methoden, 4. Aufl. Braunschweig 1913. 
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mit Glashihnen und Gummiverbindungen hat man nie vollstandig 
Garantie dafiir, daB keine Undichtigkeiten vorhanden sind, was mar 
nur bei durchaus verschmolzenem Apparat erreichen kann‘). 

Wie weiter unten ersichtlich, wurde aber Sicherheit dadurch ge 
schaffen, daB das Gas im Apparat iiberhaupt nur mit einem Hah: 
in Beriihrung kommt und dafiir die Hahnkonstruktion nach Friedrich: 
gewahlt, wo durch schriage Bohrung die sonst durch Rillenbildung 
bald eintretende Unzuverlassigkeit anderer Glashahne vermieden ist 
Die einzige erforderlich werdende Gummiverbindung jedoch wurde in 
einer kleinen Wanne unter Quecksilber gesichert. 

Nach Hempel kam die Gasbiirette mit Temperatur- und Barometer- 
korrektionen in Frage, bei der man nach Petterson vermittelst einer 
<éhre, welche ein abgeschlossenes Gasvolumen enthalt, mit Leichtig- 
keit die Fehler kompensieren kann, welche die Druck- und Temperatur- 
schwankungen der Atmosphire mit sich bringen. Die Exaktheit der 
Ablesung wurde fiir unseren Zweck noch dadurch erhéht, daB in den 
Manometerréhren eine Spitzenablesung erméglicht wurde, dabei wurde 
dem BirettenmeBrohr die Form II nach Hempel) derart gegeben, 
daB dies Rohr im MeBbereich von 0 bis 7,5 ccm verhiltnismaBig weit, 
im Bereich von 7,5 bis 10 ccm derart eng gehalten ist, daB man noch 
0,005 sicher ablesen und bis 0,001 cem schatzen kann. 

Leider hat aber die Hempelsche Konstruktion, die groBe Vorteile 
zu bieten versprach, den Nachteil, daB zu leicht etwas von dem Queck- 
silber im Manometerrohr in die Biirette oder aber auch in das Korrek- 
tionsrohr gelangt, wodurch eine unerwiinschte Anderung des Volumens 
der in letzterem eingeschlossenen Luft herbeigefiihrt wird. Bei nur 
geringer Unachtsamkeit kann leicht so viel tibertreten, daB man den 
Apparat auseinandernehmen und das Manometer neu einstellen muf. 
Aus diesem Grunde liBt Hempel das Manometerrohr nicht anschmelzen, 
sondern nur durch Gummi mit dem Rohre verbinden. Bei der ge- 
stellten Aufgabe wiirde eine Anderung des Volumens der eingeschlossenen 
Luft zwar diese Neueinstellung umgehen lassen, da es sich nur um 
relative Messungen handeln sollte, immerhin aber wire im Einzelfalle 
die in Arbeit befindliche Analyse nach Ubertritt von Quecksilber aus 
dem Manometer nicht weiter zu verwenden. 

Ich habe bereits vor Jahren in der bakteriologischen Abteilung 
des landwirtschaftlichen Instituts der Universitat Leipzig (Prof. 
Dr. Léhnis) in dieser Hinsicht bittere Erfahrungen mit dieser Hempel- 
schen Biirette machen miissen. 

Im folgenden sei mir erlaubt, eine Modifikation zu beschreiben, 
die ein rasches und sicheres Arbeiten gewihrleistet. 


1) A.a.O., S. 44. 
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Die Abbildung zeigt die bei den genannten Arbeiten zur Ver- 
wendung gelangte Biirette, die samt der Absorptionspipette auf ein 
Holzgestell montiert ist. 

Die Hauptteile der Biirette sind wie bei Hempel das MeBrohr A, 
verbunden mit dem NiveaugefiB H, das mit dem MeBrohr im gemein- 
samen Wassermantel C befindliche Korrektionsrohr B und die kapillaren 
Manometerréhren. Bei Hempel sind diese Manometerréhren als kommu- 
nizierende Roéhren einfach unten miteinander verbunden, das Niveau- 
gefaB ist nur mit dem MeBrohre A in Verbindung. Mefrohr und linkes 
Manometerrohr sind bei Hempel durch einen Friedrichschen Zwei- 
weghahn 6 in Verbindung zu setzen, der zweite Weg verbindet das 
MeBrohr mit dem Gaseinfiihrungsrohr G. 

Das Wesentliche meiner Modifikation ist nun, 1. da der Hahn } 
noch durch eine V-Bohrung einen dritten Weg erhalt, der das Gas- 
einfiihrungsrohr G mit der linken Manometerréhre unter Ausschaltung 
der anderen beiden Wege verbinden kann, 2. da den Manometer- 
réhren die Hahne c und d zwischengeschaltet werden. Hahn d ist nur 
ein Sicherheitshahn, der Hahn c aber ein Dreiweghahn mit 7’-Bohrung, 
durch diesen Hahn sind die Manometerréhren mit dem NiveaugefaB EF 
in direkte Verbindung zu bringen. 

Es sei noch erwihnt, daB in die beiden Zufiihrungswege vom 
NiveaugefaB zu der MeBréhre und zu den Manometerroéhren noch je 
ein einfacher Hahn / und e zwischengeschaltet ist. Der Griff des Hahnes b 
wurde von der Hiitte parallel zu den beiden Schragbohrungen gestellt, 
um Irrtiimer bei der Hahnstellung méglichst zu vermeiden. An der 
Seite des Griffes, die der Offnung der V-Bohrung entspricht, ist eine 
dunkle erhabene Marke angebracht. 


Gebrauchsanweisung fiir die Biirette. 

Um den Apparat fiir den Gebrauch herzurichten wird ahnlich ver- 
fahren, wie es Hempel in seinen ,,Gasanalytischen Methoden‘ beschreibt. 

Zur Normierung des Apparats mu8 zuniichst der Inhalt der linken 
Réhre von der Marke (Spitze) bis zum Hahne b, einschlieBlich Kiicken- 
bohrung ermittelt werden. Da dieser Raum ja bei der Ablesung auch mit 
dem zu messenden Gas erfiillt ist, die MeBréhre aber vom Hahn b aus 
kalibriert ist. 

Das Korrektionsrohr kann nun in der Weise benutzt werden, da man 
entweder durch Abschmelzen der rechten Ansatzkapillare, die sich oben 
auf dem Knie zwischen der Réhre B und der rechten Manometerrodhre 
befindet, ein beliebiges Luftvolumen zum Einschlu8 bringt, wie es dem 
gerade herrschenden Barometerstand und der Temperatur entspricht, 
oder aber den Inhalt von B mit gerade so viel Luft fiillt, daB der Apparat 
immer direkt das auf 0° und 760 mm Druck reduzierte Gasvolumen angibt. 
Im ersteren Falle mu8 man den zur Zeit des Abschmelzens der Ansatz- 
kapillare herrschenden Stand des Barometers und der Temperatur notieren, 
um das Gasvolumen, wenn nétig, danach umrechnen zu konnen. 
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Die Benutzung des so gebrauchsfertig gemachten Apparates ist wi: 
folgt: 

Der Apparat wird von E aus derart mit Quecksilber gefiillt, daB diese 
im rechten Manometerrohr nur bis genau zur Spitzenmarke steht, sons 
aber MeBrohr und Manometerréhre 7’, sowie alle Hahnbohrungen und Ver 
bindungsschlauche luftfrei erfiillt. @ ist bis oben an mit Quecksilber gefiillt 
Die Biirette ist bereit zur Gaseinnahme. Die Gaseinnahme lieBen wir bei 
Alveolargasuntersuchungen stets in der Art erfolgen, da®B zunichst ein 







































































Abb. 1. 


kleinere Menge Gas in den Raum von Hahn 6 bis oberhalb Hahn c in die 
Manometerréhre 7’ gefiihrt und erst dann die Hauptgasentnahme in die 
MeBréhre A geleitet wurde. 
Es steht bei Beginn Hahn 6 in Stellung III der Abbildung (V-Stellung) 
99 c 9° 99 II 9° 99 

Hahn e war geschlossen. 

Quecksilber steht bis iiber G hinaus in dem Anschlu8schlauch. Das 
NiveaugefaB ist derart tief gestellt, daB der Quecksilberspiegel sich etwas 
iiber dem oberen Rande des Gummiverbindungsstiickes bei S befindet. 
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Zur ersten Gasentnahme (in den toten Raum) wird Hahn e so lange 
vedffnet bis das Quecksilber nur noch etwas tiber Hahn c steht. Darauf 
vird Hahn 6 in Stellung I gebracht und zur Hauptgasentnahme Hahn f 
geéffnet. Ist die MeBréhre mit Gas gefiillt, so kommt Hahn 6 wieder in 
Stellung III. Durch Offnen von Hahn e und Heben des NiveangefaBes E 
wird das Gas aus dem toten Raum ins Freie gefiihrt und Quecksilber wieder 
bis G vorgelagert. Nunmehr kommt Hahn 6b in Stellung II. und unter 
Senken des NiveaugefaBes laBt man in der Manometerréhre T das Queck- 
silber bis zur Spitzenmarke sinken und schlie’t Hahn e. Mit Hilfe der 
Quetschschraube R wird der Quecksilbermeniskus genau auf die Spitze 
eingestellt, Hahn c in Stellung I gebracht und Hahn d gedéffnet. 

Das zu messende Gas erfiillt nun den Raum iiber dem Quecksilber 
in der MeBréhre und in der Manometerréhre 7’. Infolge der eingetretenen 
Verdiinnung steht das Niveau in der Manometerrdhre 7’ héher als in der 
jetzt mit ihr kommunizierenden rechten Manometerréhre. Das zu messende 
Gas soll nun mit dem im Korrektionsrohr B eingeschlossenen Gase auf 
gleichen Druck gebracht werden, zu diesem Zwecke wird das Niveau- 
gefaB EH (bei offenem Hahne f/f) gehoben bis in beiden Manometerréhren 
die Quecksilbermenisken auf die Spitzen einspielen und dann Hahn f ge- 
schlossen. Zur Feineinstellung bedient man sich dabei der Klemmschraube S. 
Zu dem Stande des Meniskus in der MeBréhre addiert man die Anzahl 
Kubikzentimeter, die fiir den toten Raum bekannt sind. Nach jeder Messung 
wird Hahn d wieder geschlossen. Soll das Gas in eine Absorptionspipette 
weitergefiihrt werden, mu8B erst alles Gas in die MeSréhre zuriick. Es 
kommt Hahn c wieder in Stellung IT, Hahn e wird geéffnet und das Niveau- 
gefiB H gehoben. Wenn dann Quecksilber in die MeBréhre A ausflieBt, 
kommt Hahn 6 in Stellung III. Das weitere siehe bei Beschreibung der 
Anwendung der Pipette. 

Die geschilderte Modifikation der Hempelbiirette erwies sich bei 
Gasmessungen fiir die verschiedensten Zwecke als ein brauchbarer 
und zuverlassiger Fortschritt, und es zeigte sich bald, daf sich 
durch die geschaffenen neuen Wege wesentliche Verbesserungen fiir 
die Absorptionspipetten erreichen lassen. Das Vorteilhafte dieser 
Birettenkonstruktion zeigte sich dabei in dem neuen Wege, der ge- 
stattet, daB von dem NiveaugefaB aus Quecksilber durch den Hahn ec, 
die linke Manometerréhre 7' und die V-Bohrung des Hahnes 6 in das 
Einfiihrungsrohr G und von da auch in die Pipetten getrieben werden 
kann. 

Die Hempelsche Quecksilberabsorptionspipette gibt keine Gewahr 
dafiir, daB nicht doch gelegentlich Spuren von Kalilauge aus der Pipette 
mit Quecksilber, welches in die Biirette zuriickgelangt, in Beriihrung 
kommen. Nach erfolgter Absorption laBt man bei den Hempelschen 
Konstruktionen bei dem Zuriickfiihren des Gases in die Biirette ein 
Gasvolumen in der Verbindungskapillare zuriick, um nicht Reagens 
mit in die Birette zu bekommen. Nicht immer gelingt es aber, das 
Reagens nur in einem zusammenhingenden Fliissigkeitsfaden in der 
Kapillare zu erhalten. In der vorher mit Reagens benetzten Kapillare 
bilden sich leicht kleinste Fliissigkeitsansammlungen, die sich von 
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Wand zu Wand ‘ausspannen und vor bzw. mit dem Gase in die Biirett 
wandern. Die Verbindungskapillare ist daher bei Hempel entwede: 
nicht fest an der Pipette angeschmolzen, so da fiir jede weitere Analys: 
eine neue Kapillare genommen werden kann, oder sie mu jeweil 
mit destilliertem Wasser gereinigt werden (I. c., S. 64). Beides sollt 
fiir unsere Arbeit vermieden werden, die auswechselbare Kapillar: 
hatte eine weitere Gummiverbindung bedingt, die Wasserreinigung 
zuviel Zeit erfordert. 

Nach verschiedenen anderen Konstruktionen fanden Cobet und 
ich einen einfachen Ausweg, bei dem jeder Glashahn, mit dem Cas 
in Berithrung kommen mu, vermieden ist. Eine kugelige Erweiterung 
im aufsteigenden Aste der an die Pipette angeschmolzenen Uber- 
fiihrungskapillare behob uns aller weiteren Schwierigkeiten. Das Reagens 
braucht dann nie tiber diese Erweiterung hinauszusteigen, die diinnen 
langen Hautchen zerplatzen in ihr und flieBen an der Wandung zuriick, 
um sich mit dem Reagenzfaden zu vereinigen, der zunichst bis in di: 
Erweiterung vorgetrieben und dann bis zu einer Marke dicht unterhal! 
der Auftreibung zuriickgenommen wird. 

Wird die Pipette mit der angeschmolzenen Kapillare durch Gummi 
verbindung der Biirette bei G angeschlossen, so entsteht zwar zunichst 
in dem Volumen, welches Kapillare und kugelige Erweiterung aus- 
macht, ein Luftdruck von unkontrollierbarer Héhe, derselbe ist jedoch, 
dank des oben bezeichneten neuen Weges, bequem auf Atmosphiren- 
druck zu bringen. Die endgiiltige Form (s. Abbildung) ist eine einfache 
Pipettenkonstruktion, bei welcher in dem Kapillarrohre etwas unter- 
halb des inneren oberen Knies eine kugelige Erweiterung (Q) geblasen 
ist, dicht unter dieser ist eine Marke J angebracht. Das Absorptions- 
gefaB P enthalt iiber Quecksilber 0,5 ccm 50proz. Kalilauge, P ist 
mit dem Niveaugefa& H durch Schlauch verbunden, enthalt aber noch 
am abfiihrenden Rohre einen Sicherheitshahn. Die Fillung mit Reagens 
erfolgt vom NiveaugefaiB aus. 

Bei der gestellten Aufgabe handelte es sich nur um die Absorption 
von Kohlensiure, die Pipette konnte daher gleich am Biirettengestell 
frei beweglich angebracht werden. 4 


Die Verweudung der Absorptionspipette geschieht wie folgt: Die ab- 
gemessene Alveolarluft ist in das MeBrohr der Biirette restlos zuriickgefiihrt 
Durch Offnen des Hahnes e [Hahn c in Stellung II, Hahn 6 in Stellung III 
(V-Stellung)] und Senken des NiveaugefiBes wird der Quecksilberspiege| 
bei 7 auf die Spitze eingestellt. In der Pipette wird die Kalilauge bis zur 
Marke J gebracht, der Sicherheitshahn g geschlossen und nun die Pipette 
an das Einfiihrungsrohr G der Biirette angeschlossen und mit Gummi- 
schlauch verbunden. Die Wanne D wird mit Quecksilber so weit gefiillt, 
daB das Quecksilber etwa lcm iiber dem oberen Ende der Gummiver- 
bindung steht. Nunmehr wird e geéffnet und das NiveaugefaB so neben 
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» Manometerréhre 7’ gehalten, daB die Quecksilbermenisken in beiden 
gleich hoch stehen; darauf wird Hahn e geschlossen. Damit ist das in den 
Kapillaren und der Kugel Q stehende Luftquantum auf Atmospharendruck 
ebracht. Jetzt kann die Uberfiihrung der Alveolarluft erfolgen. Dabei 
wird so verfahren, da8 das Quecksilber aus der Biurette nie héher getrieben 
wird als bis dicht unter das auBere obere Knie der Kapillare der Pipette. 
Durch mehrmaliges Hin- und Herfiihren des Gases wird die Kohlensaure 
quantitativ absorbiert, danach wird das Gas in die MeBrohre so weit zuriick- 
genommen, bis die Kalilauge wieder genau bei der Marke J steht, und 
Hahn g der Pipette geschlossen. Durch Gleichstellen der Menisken im 
NiveaugefaB und in der MeBréhre wird das Gas auf Atmosphirendruck 
gebracht (wieder wegen des toten Raumes in der Kapillare und in der 
Kugel Q) und mit Hahn 6b die MeSréhre so abgeschlossen, daB gleichzeitig 
die Manometerréhre T' mit der Pipette in Verbindung gebracht ist (Stel- 
lung III). Das Niveaugefi8 wird gehoben, Hahn e gedffnet und Queck- 
silber bis tiber den Hahn 6b vorgetrieben. Nunmehr kann das Gas ohne 
Kohlenséure gemessen werden. 

Zu erwahnen ist noch, daB die Biirette samt Manometer usw. 
derart auf ein Brett montiert ist, da’ man die Spitzen fiir die Ab- 
lesung mit Hilfe der Schraube N und der Rohrenlibelle O horizontal 
stellen kann. Einmal montiert, erwies sich diese Konstruktion des 
Apparates als stabil. Zum SchluB bleibe nicht unerwihnt, daB wohl 
der gréBte Vorteil dieser Konstruktion der ist, daB trotz der vielen 
Hahne usw. kaum ein Versehen vorkommt, welches die Analyse ver- 


loren gehen 1aBt. 

Der Apparat wurde mir in dankenswerter Weise von der Firma 
Greiner & Friedrichs, Stiitzerbach in Thiringen, vortrefflich angefertigt 
und unentgeltlich fiir unsere Arbeiten geliefert, auch danke ich Herrn 
Dipl.-Ing. F. Friedrichs fiir die Anregung, die Spitzenablesung ein- 
zufiihren. 

Vorhandene Hempelbiiretten lassen sich leicht nach dem neuen 
Prinzip veraindern, was ich bereits selbst habe ausfihren lassen. Fiir 
die Absorption anderer Gase lassen sich nach gleichem Prinzip weitere 
Modifikationen erméglichen (z. B. Phosphorpipette usw.). Ich werde 
dariiber an anderer Stelle berichten. 














Zur Bestimmung der Wasserstoffzahl im Blute. 


(Modifikation des aerotonometrischen Verfahrens 
von Morawitz und Walker.) 


Von 
F. Bramigk und R. Cobet. 
(Aus der Medizinischen Klinik in Jena.) 


(Eingegangen am 6. Februar 1923.) 
Mit 1 Abbildung im Text. 


Im Jahre 1914 haben Morawitz und Walker!) ein tonometrisches 
Verfahren zur Bestimmung des Gleichgewichtes zwischen Saéuren und 
Basen im Organismus ausgearbeitet. 


Ahnliche Methoden wurden gleichzeitig und unabhangig von ihnen 
auch von Miinzer*) und von Barcroft®) angegeben. Im Jahre 1917 zeigte 
dann Hasselbalch*), daB es méglich ist, die Wasserstoffionenkonzentration 
des Blutes selbst aus der Spannung und der Menge der in ihm enthaltenen 
Kohlensaure mit groBer Genauigkeit zu berechnen. Seitdem sind mit Hilfe 
der Hasselbalchschen Formel von verschiedenen Seiten, so von Sonne und 
Jarlév*) und besonders auch von H. Straub und Kl. Meier*) Bestimmungen 
der Wasserstoffzahl des menschlichen Blutes ausgefiihrt worden.  Fiir 
die Beurteilung krankhafter Verhaltnisse kommt es dabei in der Haupt 
sache auf die Feststellung zweier Werte an, die Hasselbalch’) als ,,regulierte 
und reduzierte Wasserstoffzahl“‘ definiert hat. Als reduzierte Wasserstoff- 
zahl wird diejenige H-Ionenkonzentration bezeichnet, die das betreffende 
Blut bei einer Kohlensiurespannung von 40mm Hg aufweist. Sie ,,erlaubt 
uns die aktuelle Reaktion verschiedener Blutsorten unter sich zu _ ver- 
gleichen“, entspricht also im wesentlichen dem, was auch Morawitz und 
Walker mit ihrer tonometrischen Methode feststellen konnten. Insbesondere 
kann das Auftreten von nicht fliichtigen Séuren im Blute aus Anderungen 
der reduzierten Wasserstoffzahl erschlossen werden. Die regulierte Wasser- 
stoffzahl] ist dagegen diejenige H-Ionenkonzentration, die der wirklich 
im arteriellen Blute herrschenden CO,-Spannung entspricht. Sie ist das 
,,Endresultat aus den regulierenden Kraften des Organismus der Nieren- 


1) Diese Zeitschr. 60, 395, 1914. 

*) Zeitschr. f. exper. Pathol. u. Ther. 16, 281, 1914. 

3) Zit. nach Straub und Meier, diese Zeitschr. 89, 156, 1918. 

*) Diese Zeitschr. 78, 112, 1917. 

5) D. Arch. f. klin. Med. 124, 379, 1918. 

6) Ebendaselbst 125, 477, 1918; 129, 54, 1919; 189, 208, 1922. 
7) Diese Zeitschr. 74, 56, 1916. 
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tigkeit, der Ammoniakbildung und der Atmungsregulation’.. Anderungen 
der regulierten Wasserstoffzahl geben uns also Uber Stdrungen in diesem 
Regulationsmechanismus AufschluB. 
Da beim Menschen Arterienblut schwer zu beschaffen ist, haben Straub 
nd Meier!) bei ihren Untersuchungen die regulierte Wasserstoffzahl 
indirekt ermittelt. Mit Venenblut haben sie das Kohlenséurebindungs 
vermégen bei verschiedenen CO,-Spannungen bestimmt und so die Kohlen- 
siurebindungskurve des betreffenden Blutes festgelegt. Aus einer solchen 
Kurve laBt sich dann p, reg. ohne weiteres ablesen, wenn man die 
(O,-Spannung des Arterienblutes kennt, die ihrerseits durch Analyse der 
\lveolarluft nach der Methode von Haldane und Priestley?) leicht ermittelt 
werden kann. Auch die reduzierte Wasserstoffzahl ist aus der Kohlen- 
siurebindungskurve des betreffenden Blutes eindeutig zu erkennen. In 
ihnlicher Weise ist auch von Sonne und Jarlév*) p,, reduz. bestimmt 
worden, indem sie das einer Spannung von 40 mm Hg zugehdrige Kohlen- 
siurebindungsvermégen durch Interpolation aus zwei bei bekannten 
CO,-Spannungen gefundenen Werten ermittelten. Diese von Straub und 
Vleier sowie von Sonne und Jarlév angewandten Verfahren sind recht 
umstandlich, sie erfordern nicht nur eine Anzahl von Blutgasanalysen, 
sondern ebenso viele Kohlensiurebestimmungen in den zugehérigen Tono- 
metergasen. Wesentlich einfacher wire es, wenn man das Venenblut direkt 
auf die gewiinschte Kohlensiurespannung bringen kénnte. 


Mit dem aerotonometrischen Verfahren von Morawitz und Walker‘) 
la8t sich das ohne Schwierigkeit erreichen. In ihrer urspriinglichen 
Form ist allerdings die Methode, die ja schon vor den Untersuchungen 
Hasselbalchs veroffentlicht war, zur Berechnung der Wasserstoffzahl 
nach der Hasselbalchschen Formel nicht ohne weiteres geeignet; sie 
mute vielmehr etwas modifiziert werden, um damit jede gewiinschte 
CO,-Spannung herstellen zu kénnen. Es gibt verschiedene Méglich- 
keiten. Man kann z. B. die Konzentration des Kohlensiureluftgemisches 
im Gasometer entsprechend verindern. Welche CO,-Konzentration 
dabei im Einzelfalle nétig ist, um die geforderte Kohlensiurespannung 
im Tonometer bei der Arbeitsweise von Morawitz und Walker zu er- 
reichen, 1aBt sich leicht rechnerisch ermitteln. Man kann aber auch 
immer dieselbe CO,-Konzentration im Gasometer benutzen und die 
verschiedenen Tonometerspannungen durch Anderungen im Grade 
der Evakuierung erzielen. In diesem Falle muf dann der jeweils 
notige Unterdruck vorher berechnet werden. Bei der praktischen 
Priifung erwiesen sich uns beide Wege als gangbar, die erreichte Ge- 
nauigkeit befriedigte aber doch des 6fteren nicht. Das hatte, wie wir 
glauben, zwei Griinde. Zuniachst einmal stellt Schwefelsiurewasser, 
wie es beim Gasometer Verwendung finden muBte, keine ideale Sperr- 


1) A.a. O. 
2) Journ. of Physiol. 82, 225, 1905. 
3) A.a. O. 
A. a..0. 
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fliissigkeit dar, da es noch Kohlensiure aufzunehmen vermag. Wenn 
man, wie es Morawitz und Walker getan haben, immer in gleicher Weis: 
mit derselben CO,-Konzentration im Gasometer arbeitet, spielt das 
sicher praktisch keine Rolle, bei wechselnden Versuchsbedingungen 
aber mu8 damit gerechnet werden. Wichtiger ist wohl eine andere 
Fehlerquelle. Morawitz und Walker haben schon darauf hingewiesen, 
daB das Aerotonometer absolut dicht sein mu. Bei dem starken 
Unterdruck werden schon geringe Undichtigkeiten zum Einsaugen 
von Luft und damit zu erheblichen Fehlern fiihren. Trotzdem wir 
nach der Vorschrift von Morawitz und Walker das Instrument haufig 
auf seine Dichtigkeit priiften, hatten wir doch den Eindruck, daB bei 
unserer Apparatur in dieser Richtung manchmal Unstimmigkeiten 
vorkamen. Das MiBliche war dabei, daB man im Einzelfalle gar kein 
Urteil dariiber gewinnen konnte, ob das Tonometer dicht gewesen 
war oder nicht. Aus diesen Griinden sind wir schlieBlich zu einer Modi- 
fikation der Methode tibergegangen, die die genannten Fehlerquellen 
sicher zu vermeiden gestattet. Das Wesentliche ist dabei, daB dic 
Kohlensaureluftmischung im Tonometer selbst erzeugt wird. Die zur 
Mischung notwendige verhaltnismaBig geringe CO,-Menge kann dann 
mit Quecksilber als Sperrfliissigkeit abgemessen werden, und der Grad 
der Evakuierung ist bei der gewahlten Anordnung belanglos. Einzel- 
heiten ergeben sich aus der folgenden Beschreibung des Verfahrens. 

Ein Einwand sei noch kurz beriihrt. Straub und Meier’) betonen, dai 
die Kenntnis der gesamten Kohlensiurebindungskurve gewisse Vorteile 
biete, weil man dann beim Auftreten von nicht fliichtigen Saiuren im Blute 
auch iiber deren Starke ein Urteil gewinnen kann. Fiir die meisten klinischen 
Falle geniigt aber die Bestimmung der regulierten und der reduzierten 
Wasserstoffzahl «.# vollauf, und im Bedarfsfalle bliebe immer noch die 
MOglichkeit weitere Punkte der Bindungskurve zu ermitteln, was natiirlich 
auch mit unserem Verfahren ausfiihrbar ist. 


Beschreibung des Verfahrens. 

Zur Fiillung des Tonometers muB zunichst die zur Herstellung 
der gewiinschten Spannung erforderliche CO,-Menge berechnet werden. 
Es werden, wie wir gleich sehen, Kohlensiure und Luft, beide mit 
Wasserdampf gesittigt, bei Zimmertemperatur miteinander gemischt 
und dann erst im Tonometer selbst auf 38° unter Erhaltung der Wasser- 
dampfsittigung und unter Ausgleich der Drucksteigerung erwiarmt. 
Durch diese nachtragliche Temperaturanderung wird die prozentuale 
Zusammensetzung des Gemisches nicht mehr geandert. Daraus ergibt 
sich, daB fiir die Berechnung des Mischungsverhiltnisses zwar ein: 
Temperatur von 38° zugrunde gelegt werden muB, da wir ja eine be- 
stimmte, bei 38° herrschende CO,-Spannung herstellen wollen, dal 


1) Diese Zeitschr. 89, 156, 1918. 
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ie Mischung selbst aber mit den fiir 38° geltenden Zahlen auch bei 
er jeweiligen Zimmertemperatur vorgenommer werden kann. 

Es gilt folgende Formel: 

* OIE th 

Pp = 10 
darin ist V das abzumessende Volumen der mit Wasserdampf gesittigten 
CO, bei Zimmertemperatur in Kubikzentimetern, i = Inhalt des Tono- 
metersin Kubikzentimetern 
bei Zimmertemperatur, 

= gewiinschte CO,-Span- 
nung bei 38°, » = herrschen- 
der Barometerstand, w = 
Tension des Wasserdampfes 
bei 38°, also = 50mm Hg. 

Zur Abmessung der 

CO, und Ausfiihrung der 
Mischung dient die in Abb. 1 
abgebildete Biirette. Diese 
ist zunaichst bis zum Drei- 
wegehahn W mit Queck- 
silber gefillt und W in 
Stellung I gebracht worden. 
Die Kohlensaiure wird aus 
Soda und Schwefelsiure 
im Kippschen Apparat ent- 
wickelt, der bei EL an die 
Biirette angeschlossen ist. 
Zunichst wird der tote 
Raum zwischen EH und A 
griindlich mit CO, durch- 
gespult, dann W in Stel- 
lung II gebracht und CO, 
in den MeBteil der Biirette 
eingenommen. Wenn das 
Quecksilber den berech- 
neten Skalenteil erreicht 
hat, wird Hahn H_ ge- Abb. 1. 
schlossen und mit der 
Quetschschraube Q die Einstellung noch genau reguliert (4/199 cem konnte 
noch geschitzt werden). Darauf wird Hahn W wieder in Stellung I ge- 
bracht. Dasin der Biirette eingeschlossene Gasist vom Kippschen Apparat 
her mit Wasserdampf gesittigt und steht auch noch unter Uberdruck. 
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Es wird nun zunachst gewartet, bis es Zimmertemperatur angenomme: 

hat. Inzwischen wird ein Tonometer der Konstruktion von Morawit: 
und Walker mit der Wasserstrahlluftpumpe ziemlich stark (bis 2: 
einem beliebigen Druck) evakuiert, nachdem vorher am Stopfen de; 
GefiBes fiir die spaitere Sattigung des Gases mit Wasserdampf ei: 
kleiner, mit Wasser getrankter Tupfer angebracht worden war. Das 
evakuierte und wieder geschlossene Tonometer wird dann zur Temp 

rierung ebenfalls eine Zeitlang neben die Biirette gelegt. Wenn an. 
genommen werden kann, da beide Apparate Zimmertemperatur an- 
genommen haben, beginnt die Fillung. Der Kippsche Apparat wird 
von der Biirette entfernt, der Hahn W wird einen Augenblick in 
Steilung II gebracht, so daB sich das eingeschlossene Gas auf Atmo- 
sphirendruck einstellen kann, und dann wieder geschlossen. Sodann 
wird mit einem Geblase von E aus die CO, aus dem toten Raum zwischen 
E und A ausgetrieben und danach das Ansatzstiick A mit dem Schliff S 
der Waschflasche W F luftdicht verbunden. Die Waschflasche (System : 
Kaliapparat Bender und Hobein, wie fiir die Absorption der bei der 
Elementaranalyse gebildeten Kohlensiure im Gebrauch) enthalt diinne 
(n/10) Natronlauge und dient dazu, beim spiteren Einsaugen von Luft 
diese von CO, zu befreien und bei Zimmertemperatur mit Wasserdampf 
zu saittigen. Weiter wird nun das Tonometer am grofen Korkstopfen 
erfaBt (eine Beriihrung und dadurch Erwairmung des Glases mit der 
Hand mu vermieden werden) und mit einem seiner Schlauchenden 
bei # an die Biirette angeschlossen. Darauf wird zuerst Hahn W in 
Stellung II gebracht, dann der Hahn des Tonometers an der Ver- 
bindungsstelle und schlieBlich auch der Hahn H der Birette gedéffnet. 
Der Inhalt der Biirette wird auf diese Weise quantitativ in das evakuierte 
Tonometer eingesaugt. Die Geschwindigkeit des Quecksilberanstiegs 
in der Biirette kann dabei durch die Quetschschraube genau geregelt 
werden. In dem Augenblick, wo das Quecksilber den Dreiwegehahn W 
erreicht hat, wird dieser in Stellung I gebracht und von da ab Luft 
durch die Waschflasche hindurch nachgesaugt. Der letzte Druck- 
ausgleich wird schlieBlich noch durch kurzes Offnen des zweiten Tono- 
meterhahnes erreicht. Danach werden beide Hihne am Tonometer 
geschlossen, die Verbindung mit der Biirette wird gelést und das Tono- 
meter in den Brutschrank gestellt. Vor Einfiihrung des Blutes wird 
das Tonometer mit warmem Wasser in der Thermosflasche auf 38° 
gebracht. Die Temperatur halt sich dann wahrend der Dauer des Ver- 
suches konstant. Durch voriibergehendes Offnen des kurzen Ansatz- 
rohres wird das durch das Erwairmen ausgedehnte Gas wieder auf 
Atmosphiarendruck gebracht und zugleich der tote Raum im Ansatz- 
schlauch mit der Gasmischung gefiillt. Durch denselben Schlauch 
wird dann mit einer Spritze 4 bis 5 ccm des zu untersuchenden Blutes 
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n das Tonometer eingefiihrt und im Verlaufe von 10 Minuten mehrfach 
iichtig geschiittelt. Dabei wird von Zeit zu Zeit, um Druckunterschiede 
\uszugleichen, das kurze Ansatzstiick voriibergehend geéffnet. Danach 
kann mit einer Pipette durch das lange Ansatzrohr das Blut zur Gas- 
analyse entnommen werden. 

Da mit dem beschriebenen Verfahren tatsachlich die gewiinschte 
(O,-Spannung genau hergestellt werden kann, davon konnten wir 
uns durch Analyse des Tonometergases tiberzeugen. Statt 40,0 mm 
fanden wir z. B. 40,13 mm, statt 35,0mm 34,95 mm CO,-Spannung. 

Zu bedenken ist noch, daB das Blut bei der Einfiillung ins Tono- 
meter eine von diesem abweichende CO,-Spannung besitzt und dab 
sich dadurch die Verhialtnisse verschieben kénnten. Wie schon Morawitz 
und Walker gezeigt haben, spielt das zwar praktisch kaum eine Rolle, 
um jedoch diesen Einwand voéllig zu entkraften, haben wir bei unseren 
Untersuchungen das Blut nacheinander in zwei Tonometern mit gleicher 
('O,-Spannung geschiittelt. 

Die Kohlensiureanalysen im Blute haben wir nach der Methode 
von Barcroft und Haldane!) ausgefiihrt (Brodiesche Lésung als Mano- 
meterfliissigkeit). Nach gehériger Ubung bekamen wir damit zuver- 
lassige Ergebnisse. Besonders wichtig ist dabei, dafS man immer bei 
frischer Luft arbeitet. Auch haben wir die zur Kontrolle notwendigen 
blinden Versuche immer doppelt angesetzt, um gegebenenfalls Un- 
stimmigkeiten sofort zu bemerken. 

Als Beispiel fiir die Genauigkeit der ganzen Methode sei ein Versuch 
mitgeteilt, bei dem wir in demselben normalen Blute, das zwischen- 
durch steril aufbewahrt wurde, zweimal hintereinander die reduzierte 
Wasserstoffzahl aerotonometrisch bestimmt haben. Beim erstenmal 
fanden wir bei 40mm CO,-Spannung einen Kohlensauregehalt des 
Blutes von 49,7 und 49,9°%, was py-Werten von 7,319 und 7,321 ent- 
spricht. Das zweitemal ergaben sich bei der gleichen Spannung 50,2 
und 50,0% CO,, p  betrug also 7,322 und 7,321. 

Bei normalem Menschenblut schwankt py, reduz. nach Sonne 
und Jarlév?) zwischen 7,28 und 7,33, nach Straub und Meier*) zwischen 
7,30 und 7,42. Bei den wenigen Gesunden, die wir bisher untersucht 
haben, lagen die Werte zwischen 7,30 und 7,33, stimmen also gut mit 
denen friiherer Untersucher iiberein. 

Auch fir die reduzierte Wasserstoffzahl wurden bei Gesunden 
Normalwerte gefunden. Bei einer alveolaren CQO,-Spannung von 
39,8 mm Hg war z. B. p, reg. 733, p reduz. betrug bei diesem Blute, 
wie zu erwarten war, ebenfalls 7,33. 

1) Journ. of Physiol. 28, 232, 1902. 

*) A. a. O. 

3) A. a. O. 
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Auch ein pathologischer Fall!) sei als Beispiel angefiihrt: |: 
handelte sich um einen zehnjahrigen Knaben mit Pulmonalinsufizien 
Morbus coeruleus und erheblicher Dyspnoe. Entsprechend den A; 
gaben von Fitzgerald*) war dabei die alveolare Kohlensiiurespannu: 
erniedrigt, und zwar ganz erheblich. Sie schwankte zwischen 19. 
und 24,1 mm Hg und betrug zur Zeit der Blutentnahme durchschnittlic 
22,8mm. py, reg. war dabei 7,27; p, reduz. 7,19. Es bestand als) 
bei dem Knaben eine ausgesprochene Azidose, die auch durch di 
verstirkte Atemtatigkeit nicht voll kompensiert wurde. Sie mui) 
offenbar auf Sauerstoffmangel in den Geweben bezogen werden. Au 
iiber den Verlauf der Kohlensiurebindungskurve dieses Blutes 1i| 
sich aus den beiden bestimmten Werten ein hinreichendes Urteil 
winnen. Wir sehen ein ahnliches Verhalten, wie es von Kl. Meie; 
bei Polycythimie gefunden worden ist. Der Hamoglobingehalt betru. 
128°, und die Zahl der Erythrozyten 8,1 Millionen. 





Zusammenfassung. 


Es wird ein Verfahren angegeben, um Blut auf eine bestimmt 
Kohlensaiurespannung zu bringen. Mit Hilfe dieser Methode kann 
auch mit Venenblut — die reduzierte und, bei Kenntnis der alveolaren 
CO,-Spannung auch die regulierte Wasserstoffzahl nach der Forme! | 
von Hasselbalch in verhaltnismaBig einfacher und in sicherer Weis: 
bestimmt werden. 


1) Der Fall wird von Herrn Dr. Ulrich, dem wir auch die klinischen 
Angaben verdanken, an anderer Stelle ausfiihrlich verdffentlicht werden. 

2) Zit. nach Kl. Meier, D. Arch. f. klin. Med. 129, 54, 1919. 

3) D. Arch. f. klin. Med. 129, 54, 1919. 
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Kohlensiurespannung und Wasserstoffzahl 
des Arterienblutes in ihren Beziehungen zum Kreislauf, 
insbesondere zum Blutdruck. 


Von 


Rudolf Cobet. 


(Aus den Medizinischen Kliniken in Greifswald und Jena 
und dem Pharmakologischen Institut in Jena.) 


(Eingegangen am 6. Februar 1925.) 
Mit 2 Abbildungen und 2 Kurven im Text. 


Bei Kranken mit Herzinsuffizienz beobachtet man keineswegs 
immer eine Blutdrucksenkung. Auch wenn es sich nicht um primire 
Hypertonien handelt, werden dabei des 6fteren normale oder gar er- 
héhte Blutdruckwerte gefunden, und zwar muB6 in solchen Fallen die 
Blutdrucksteigerung auf die bestehende Stauung selbst bezogen werden, 
da sie mit Hebung der Herzkraft durch Digitalis wieder zuriickgeht. 
Sahli+) hat zuerst auf derartige Zustande aufmerksam gemacht und 
dafiir den Ausdruck ,,Hochdruckstauung geprigt. Er fiihrt die Blut- 
druckerhéhung dabei auf die vorhandene Dyspnoe zuriick. Seit den 
Untersuchungen von Traube*) ist ja bekannt, dab eine Kohlensiure- 
anhaufung im Blute, wie sie als Ursache der Dyspnoe von Herzkranken 
in erster Linie in Betracht kommt?), durch Reiz auf das Vasomotoren- 
zentrum zur GefaBkontraktion und somit zur Blutdrucksteigerung 
fiihren kann. Thiry*) hatte die Verengerung der kleinen Arterien bei 
Kohlensaureeinatmung unmittelbar beobachten kénnen. 

Nun beschrankt sich die Wirkung der CQO,-Anhaufung im Blute 
keineswegs auf das GefaBzentrum, es kommen noch _ verschiedene 
andere Angriffspunkte am Zirkulationsapparat in Betracht. Gerade 
in neuerer Zeit ist wieder viel iiber diese Fragen gearbeitet worden. 
besonders auch von seiten englischer Physiologen. 


1) Verh. d. Kongr. f. Innere Med. 19, 45, 1901. 

2) Zentralbl. f. med. Wiss. 2, 36, 1864; 8, 881, 1865. 

3) Lit. bei Kuhlmann, D. Arch. f. klin. Med. 183, 346, 1920. 
4) Zentralbl. f. med. Wiss. 2, 722, 1864. 
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Folgende Méglichkeiten stehen zur Erérterung: 

1. Die Einwirkung der CO, auf die Herztitigkeit, und zwar 
a) auf den Herzmuskel selbst: 
b) auf das Herzhemmungszentrum. 

2. Die Einwirkung der CO, auf die BlutgefaiBe, und zwar 
a) auf die GefaBe selbst; 
b) auf das GefaiBzentrum. 


Am suspendierten Froschherzen beobachtete W. Straub!) beim Ei: 
bringen in eine Kohlensiureatmosphare eine negativ inotrope und negat 
chronotrope Wirkung. Jerusalem und Starling?) fanden am  isoliert: 
Herzlungenpraparat der Katze bei einem Gehalt der Einatmungsluft vo; 
2 bis 8% CO, ein vergréBertes Schlagvolumen, bei einem Kohlensiur: 
gehalt von mehr als 12% dagegen eine Herzerweiterung mit Abnahmi 
der Ventrikelkraft. Dabei spielt nach Cathcart und Clark*) die Tiefe de 
angewandten Narkose eine gewisse Rolle. Nur bei oberflichlicher Athe: 
narkose beobachteten sie die Schadigung des Herzens durch Einatmuny 
von 12 bis 16% CO,, bei tiefer Narkose blieb die Amplitude des Her7 
schlages unverindert, 

Die Pulszahl nimmt im allgemeinen mit steigendem CO,-Gehalt de: 
Einatmungsluft ab, zum Teil handelt es sich dabei vielleicht um ein 
periphere Herzwirkung [Jerusalem und Starling *)], im wesentlichen kommt 
aber wohl eine Reizung des Herzhemmungszentrums in der Medulla oblon 
gata in Betracht [T'raube*), Hill und Flack*))|. Bainbridge’) nimmt ein 
direkte Erregung dieses Zentrums durch Verschiebung der H-lonenkonzen 
tration des Blutes an. Jedenfalls fand er keine Anhaltspunkte dafiir, dati 
etwa zentripetale Reize von den Lungen her oder ein Ubergreifen der F1 
regung des Atemzentrums auf das Herzhemmungszentrum dabei im Spiel 
waren. 


Uber die unmittelbare Wirkung der Kohlensiure auf die Blutgefabe 


ist lange Zeit hin und her gestritten worden. Es darf jetzt als sichergestellt 
gelten, daB innerhalb der physiologisch méglichen Grenzen eine CO,-Ver 
mehrung im Blute eine periphere GefaBerweiterung bewirkt [Schwarz und 


Lemberger®), Fleisch®), Atzler und Lehmann *)), und zwar ist die im Blute 


bzw. in der GefaBwand selbst herrschende Wasserstoffionenkonzentration 
dabei der maBgebende Faktor, wie das von Fleisch sowie von Atzler und 
Lehmann unabhingig voneinander mit Hilfe der DurchstrOmung abge 
sonderter GefaBbezirke mit Lésungen verschiedener Wasserstoffzahl nach 
gewiesen worden ist. 


1) Arch. f. exper. Pathol. u. Pharm. 45, 380, 1901. 
2) Journ. of Physiol. 40, 279, 1910. 

3) Ebendaselbst 47, 393, 1913/1914. 

*) A.a. O. 

5) A.a. O. 


~ 


6) Journ. of Physiol. 87, 77, 1908. 

7) Ebendaselbst 54, 192, 1920/1921. 

8) Pfliigers Arch. f. d. ges. Physiol. 141, 149, 1911. 
9 


10 


) 
) 
) Zeitschr. f. allgem. Physiol. 19, 269, 1921. 
) 
) 


197, 221, 1922. 








Pfliigers Arch. f. d. ges. Physiol. 190, 118, 1920; 198, 463, 1922; 
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Die zentrale Wirkung der Kohlensaéureiiberladung des Blutes besteht 
ch den bereits erwaihnten grundlegenden Untersuchungen von T'raube') in 
ier Erregung des GefaSnervenzentrums mit folgender Blutdrucksteigerung. 

Neuere Untersuchungen auf diesem Gebiete wurden namentlich von 
\/athison®) angestellt. Er arbeitete unter Anwendung von kiinstlicher 
\tmung an kurarisierten Katzen, denen vorher Vagi und Sympathici 
lurchschnitten und die GroBhirnhemispharen abgetragen worden waren. 
Blutdrucksteigerung erhielt er sowohl bei Kohlenséiureeinatmung, als auch 
bei Sauerstoffmangel und bei Milchséureeinspritzung in die Blutbahn. 
er nimmt daher an, da®B eine Anderung der Wasserstoffionenkonzentration 
den Reiz fiir das Vasomotorenzentrum darstelle. Die Blutdrucksteigerung 
kommt dabei méglicherweise erst auf dem Umwege tber die Nebennieren 
zustande, die zu gesteigerter Adrenalinsekretion angeregt werden [von 
{nrep*), Itami*), Kellaway*)}. Ubrigens werden auch spinale GefaBzentren 
nach Mathison*) durch Kohlensaure gereizt, allerdings erst bei wesentlich 
héherer Konzentration. 

Ttami*) hat nun untersucht, welchen relativen Anteil diese verschiedenen 
aktocen an den Kreislaufveranderungen haben, die wir bei Kohlensaure- 
einatmung beobachten. Bei einem CO,-Gehalt der Einatmungsluft bis 5°, 
fand er eine nur geringe Blutdrucksteigerung. Diese mu auf die un- 
mittelbare Herzwirkung bezogen werden, da ein im Phethysmographen 
abgeschlossenes GefaBgebiet dabei keine deutliche Volumenschwankung 
zeigte. Bei einem héheren Kohlensaiuregehalt spielt dagegen die zentrale 
Wirkung aufs Vasomotorenzentrum die wesentlichste Rolle. Eine deutliche 
periphere GefaBwirkung konnte Itami nicht beobachten. 


Wie sich aus vorstehender Literaturiibersicht ergibt, wird von 
den verschiedenen Autoren, soweit sie tiberhaupt zu dieser Frage 
Stellung nehmen, die Anderung der H-Ionenkonzentration als ausschlag- 
gebender Faktor fiir die Wirkung der Kohlensiureanhaufung im Blute 
angesehen. Der unmittelbare Beweis fiir diese Annahme durch Messung 
der Wasserstoffzahl’) des Blutes ist jedoch bisher — abgesehen von 
der peripheren GefaBwirkung — nicht erbracht worden. Es ist offenbar 
nur die Wintersteinsche*) Theorie von der Erregung des Atemzentrums 
auch auf andere Zentren des Gehirnes iibertragen worden. 


1) A. a. O. 
*) Journ. of Physiol. 42, 283, 1911. 
3) Ebendaselbst 45, 307, 1912/1913. 


4) Ebendaselbst 45, 338, 1912/1913. 
5) Zit. nach Dale und Evans, ebendaselbst 56, 125, 1922. 
6) Ebendaselbst 41, 418, 1910. 
7) Der Ausdruck ,,Wasserstoffzahl* ist von Michaelis als Abkiirzung 
fiir das unbequeme Wort Wasserstoffionenkonzentration eingefiihrt worden, 
wird aber von Straub und Meier (D. Arch. f. klin. Med. 129, 56, 1919) als 
gleichbedeutend mit p,,-Wert gebraucht. Um Irrtiimer zu vermeiden, 
habe ich daher in vorliegender Arbeit das Wort ,,Wasserstoffzahl** nur 
an solchen Stellen anwenden kénnen, wo es auf eine strenge Scheidung 
der beiden Begriffe nicht ankam. 

8) Pfliigers Arch. f. d. ges. Physiol. 188, 167, 1911; 187, 293, 1921; 
diese Zeitschr. 70, 45, 1915. 
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Fiir die uns hier besonders beschaftigende Frage nach dem Wes 
der Hochdruckstauung wire aber gerade eine zahlenmabige Fest 
stellung der in Betracht kommenden GréBenverhaltnisse sehr wiinschen: 
wert. Ich habe es daher in vorliegender Arbeit unternommen, die lb 
CQO,-Anhaufung im Blute auftretende Verschiebung der Wasserstof! 
ionenkonzentration messend zu verfolgen und mit den gleichzeiti: 
eintretenden Kreislaufainderungen, insbesondere mit den Blutdruck 
schwankungen, in Beziehung zu setzen. 

Der Plan zu diesen Untersuchungen entstand, auf eine Anreguny 
von Herrn Prof. Morawitz hin, bereits in Greifswald, dort wurde auc) 
das unten beschriebene Kohlensiureentwicklungsverfahren ausg: 
arbeitet. Die Arbeit selbst wurde in Jena durchgefiihrt, und zwa: 
wurden die Tierversuche im Pharmakologischen Institut, die Blut 
analysen in der Medizinischen Klinik gemacht. Herrn Prof. Kionku 
méchte ich auch an dieser Stelle fiir die Gastfreundschaft in seinem 
Institut bestens danken. Besonderer Dank gebiihrt ferner den Herren 
Prof. Holste und Dr. Bramigk, die mich bei der Ausfiihrung der Ver- 
suche aufs wirksamste unterstiitzt haben. 

Als die Untersuchungen nahezu abgeschlossen waren, wurde mir eine 
kurzlich erschienene Arbeit von Dale und Evans') bekannt. Diese Autoren 
erzeugten durch kiinstliche Uberventilation der Lunge eine Abnahme der 
CO,-Spannung und dementsprechend einen Abfall der [H'} des Blutes. 
Dabei trat Apnoe und eine betriachtliche Blutdrucksenkung ein. Wurde 
dieselbe Wasserstoffzahl im Blute aber durch eine NaHCO,-Infusion her 
vorgerufen, so anderten sich Blutdruck und Atmung nicht in gleicher 
Weise. Dale und Evans schlieBen daraus, daB nicht die Wasserstoffionen 
konzentration, sondern der Gehalt des Blutes an freier Kohlensiure mal} 
gebend sei. Uber die Beweiskraft dieser Versuche soll hier nicht gestritten 
werden. Es handelt sich um eine Frage, die zwar fiir den Physiologen von 
grundlegender Bedeutung, fiir unsere oben erérterte Aufgabe aber weniger 
von Belang ist. Wenn namlich wirklich die Hochdruckstauung im wesent 
lichen auf einer Kohlensiiureanhiufung im Blute beruht, so sind CO,-Span- 
nung und Wasserstoffionenkonzentration des Blutes voneinander abhangig 
und miissen immer gleichsinnige Anderungen erfahren. Dasselbe gilt fiir 
meine Versuchsbedingungen. Sollte allerdings Sauerstoffmangel der aus 
schlaggebende Faktor fiir die Entstehung der Hochdruckstauung sein. 
dann wiirden sich nicht fliichtige Sauren im Blute anhaufen miissen, und 
CO,-Spannung und H-lonenkonzentration wiirden sich in einander ent 
gegengesetztem Sinne verschieben. Aber auch fiir diesen Fall lassen sich 
aus meinen Versuchen zahlenmaBige Unterlagen gewinnen, um die ver 
schiedenen fiir die Kreislaufveriinderungen in Betracht kommenden Fak- 
toren in ihren Gré®Senverhiltnissen beurteilen zu k6nnen. 


Versuchsanordnung. 
Die Versuche wurden an Kaninchen angestellt. Anderungen in 
der Kohlenséurespannung des Blutes wurden dadurch bewerkstelligt. 


1) Journ. of Physiol. 56, 125, 1922. 
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dab der Einatmungsluft wechselnde Mengen von CQO, beigemischt 
wurden. Um eine mechanische Beeinflussung der Respiration tunlichst 
zi. vermeiden, lie ich die Tiere mit einer Trachealkaniile ohne Ventile 
aus einem dauernd langsam vorbeistreichenden Luftstrom atmen. Fiir 
eine langere Versuchsdauer wiiren dazu grobe Gasometer zur Auf- 
bewahrung der verschiedenen Kohlensiure-Luftmischungen notwendig 
vewesen. AuBerdem schien es mir wiinschenswert, wahrend ein und 
desselben Versuches die Kohlensiurekonzentration in beliebiger Weise 
andern zu kénnen. Das brachte mich auf den Gedanken, die Kohlen- 
siure erst in dem Luftstrom selbst durch Eintropfen von Sodalésung 
in Sehwefelsiure zu erzeugen. Die angewandte Versuchsanordnung 
zeigt Abb. 1. 

Der Luftstrom wird entweder aus einer Prebluftbombe (B) ge- 
wonnen oder mit einer Wasserstrahldruckpumpe erzeugt. Seine Ge- 
schwindigkeit wird so geregelt, daB etwa 114 bis 2 Liter in der Minute 
an der Trachealkaniile vorbeistreichen. Die Luft geht zunichst zu 
Entfernung etwaigen CQO,-Gehaltes durch eime Waschflasche (WF) 
mit Natronlauge und dann zur Gasuhr (@), deren Umdrehungen mit 
elektrischem Signal (WH,) auf der Kymographionschleife (K 7'r) auf- 
gezeichnet werden (ein Ausschlag nach je 114 Litern). Sodann wird 
die Luft zum CO,-Entwicklungsapparat (K EG) weitergeleitet. Dieser 
besteht aus einem etwa 400 ccm fassenden zylindrischen Glasgefab, 
das oben durch einen doppelt durchbohrten Gummistopfen geschlossen 
ist. Durch diesen geht neben dem Zuleitungsrohr ein etwa kleinfinger- 
dickes U-férmiges, unten abgeschragtes Glasrohr (U’), das bis zum 
Uberlauf mit einer méglichst hochkonzentrierten Sodalésung von 
bekanntem Gehalt gefiillt ist'). Der Apparat selbst enthalt zu etwa 
einem Fiinftel eine 50proz. Schwefelsiure, die durch die Hihne H, und 
H, auch wihrend des Versuches erneuert werden kann. Das Zuleitungs- 
rohr, unten zu einer feineren Offnung ausgezogen, taucht in die Schwefel- 
siure ein, die Luft perlt durch diese hindurch und verlaBt bei A den 
Apparat. Sie geht dann durch das MischgefiB (M) und den Wind- 
ball (WB) zu dem mit der Trachealkaniile verbundenen Vierwegerohr, 
dessen Hauptweg eine Weite von Kleinfingerdicke besitzt, und von 
da noch durch einen etwa 1m langen, am Ende durch ein Glasrohr 
etwas verengten Gummischlauch ins Freie. Sollte nun Kohlensiure 
geatmet werden, so lie® ich aus der Mariotteschen Flasche (MF) durch 
Offnen des Quetschhahnes Sodalésung gleicher Konzentration durch 
das Stalagmometer (St) der Réhre U zutropfen. Entsprechend dem 


1) Das Prinzip des Uberlaufrohres war mir von friiheren Arbeiten 
aus dem Pharmakologischen Institut in Jena her bekannt. Damals war 
es von Konig (Arch. f. klin. Chir. 99, H. 1, 1913) zur Chlorathyldosierung 
bei Narkoseversuchen angewandt worden. 
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ZufluB fand dann ein Uberlaufen der Na,CO,-Lésung statt. Die ein 
zelnen Tropfen des Stalagmometers wurden mit der elektrischen Zah a 
einrichtung (7’Z und W H,) gleichfalls auf der Kurve vermerkt. Di IN 
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Abb. 1. 


Geschwindigkeit des Zutropfens konnte durch Veriinderung des Aus- 
fluBdruckes, durch Verschieben der Mariotteschen Flasche, am Be- 
festigungsstativ geregelt werden. Aus der Zahl der Tropfen, die aut 
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PD ne Gasuhrumdrehung kamen, lieB sich mit nachstehender Formel 
Zh as Volumen (V) der entwicke)ten und zu 14, Liter Luft hinzugemiscaten 
Di \\ohlensaure und somit der CO,-Gehalt der Einatmungsluft berechnen: 
, T . 760 
Vi: =: 22 ctaimapaeibi 


273 . (p - w) 
m = Kubikzentimeter CO,, die ein Tropfen Sodalésung ent- 
wickelt (bezogen auf 0° und 760 mm Hg-Druck). 
z == Zahl der Tropfen. 


$ absolute Temperatur beim Versuch. 
p = Druck (Barometerstand) im Versuch. 
w = Tension des Wasserdampfes bei 7’. 


Der Wert m wurde jeweils durch Titration einer bestimmten 
lropfenzahl der betreffenden Sodalésung bestimmt. Dabei zeigte es 
sich, daB bei ein und derselben AusfluBgeschwindigkeit die Tropfen- 
gréBe zwar gleich war, bei wechselndem AusfluBdruck ergaben sich 
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aber doch Unterschiede von einigen Prozenten. Das machte es not- 
wendig, die Werte fiir m fiir die verschiedenen AusfluBdrucke in Form 
einer Eichkurve niederzulegen. Abb. 2 gibt zwei solcher Kurven wieder, 
die mit zwei verschiedenen Stalagmometern und auch verschiedenen 
Sodalésungen gewonnen wurden. Das Stalagmometer der Kurve | 
hatte eine etwas weitere Kapillare und gestattete mit Druckhéhen 
von 70 bis 80cm Flissigkeitssiule Mischungen mit einem CQO,-Gehalt 
von 2 bis 15% herzustellen, mit dem wesentlich langsamer tropfenden 
Stalagmometer der Kurve II lieB sich mit den gleichen AusfluBdrucken 
nur eine Konzentration von etwa 8°%, CO, erreichen. 

Auffallend ist, daB beide Eichkurven gegensinnig verlaufen. Offenbar 
wurde die TropfengréBe von mehreren zum Teil entgegengesetzt wirkenden 
Faktoren beeinfluBt. Die Kurven verlaufen anscheinend auch nur in einem 
engen MefSbereich annaihernd gradlinig. Bei langsamer Geschwindigkeit 
machen sich besonders Erschiitterungen im Raume deutlich durch Ver- 
kleinerung der Tropfen bemerkbar. Durch diese Erérterungen wird die 
S- praktische Brauchbarkeit der Methode nicht beriihrt. 

e- Mit Hilfe der Eichkurve, die fiir die jeweils benutzte Apparatur 
if { und Lésung gewonnen war, lie sich jedenfalls, wie ich mich tber- 
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zeugen konnte, die CO,-Konzentration der Einatmungsluft hinreichend 
genau ermitteln. Einen Beleg dafiir gibt Tabelle I. Hier sind den mit 
obiger Formel berechneten Werten fiir den Kohlensiuregehalt solch: 
gegeniiber gestellt, die durch direkte Analyse von an der Tracheal- 









kaniile entnommenen Luftproben gewonnen wurden. 










Tabelle I. 


CO,-Konzentration der Einatmungsluft in Prozenten. 

































Nach Formel Bei Analyse Nach Formel Bei Analyse Nach Formel | Bei Analyse 
berechnet gefunden berechnet gefunden berechnet gefunden 
9,6 9,7 6,1 6,0 4,6 4.5 
10.5 10,6 23 2.1 0.0 0.0 
5.8 5,6 3.7 38 14.1 14.0 


Zu bemerken ist noch, daB sich im Tierversuch, besonders bei 
starkerer Dyspnoe, die Atemschwankungen trotz der Dimpfung durch 
den Windball und den Mischapparat bis in das Kohlensiureentwicklungs- 
gefaB fortpflanzen kénnen. Das gleichmaBige Uberlaufen der Soda- 
lésung wird aber dadurch nicht nennenswert beeinfluBt. 

Der Blutdruck des Tieres wurde von der einen Karotis geschrieben 
|Manometer nach Frey*)], wahrend die andere unversehrt blieb. Die 
Atmung wurde in der iiblichen Weise mit einer Mareyschen Kapsel 
aufgezeichnet, deren Zuleitungsschlauch am Vierwegerohr der Tracheal- 
kaniile gegeniiber abzweigte. Bei dieser Anordnung gibt uns die Atem- 
kurve, wie ausdriicklich bemerkt sei, keinen genauen AufschluB iiber 
die GréBe der Ventilation der Lunge. Die Ausschliige der Mareyschen 
Kapsel sind zwar in der Hauptsache von der Tiefe der Atemziige ab- 
hangig, daneben spielt aber auch unter anderem deren Frequenz eine 
gewisse Rolle. 

Bei dem an einen solchen Apparat angeschlossenen Kaninchen 
wurden nun von Zeit zu Zeit unter verschiedenen Versuchsbedingungen 
die Kohlensiurespannung und die Wasserstoffionenkonzentration des 
arteriellen Blutes ermittelt. 

Zur Bestimmung der CO,-Spannung im Blute bediente ich mich 
der Methode von A. und M. Krogh*). Durch einen Seitenweg der 
Trachealkaniile wird — dichtschlieBend — ein feiner Katheter bis 
zur Bifurkation vorgeschoben. Wie sich aus den Versuchsprotokollen 
ergibt, wird durch diese MaBnahme weder die Atmung noch der Kreis- 
lauf der Tiere nennenswert beeinfluBt. Durch den Katheter wird dann 
am Ende einer Exspiration unter VerschluB des Hauptluftweges Gas 
entnommen. Die Kohlensiure der so gewonnenen Alveolarluft steht, 


1!) Pfliigers Arch. f. d. ges. Physiol. 112, 98, 1906. 
2) Skand. Arch. f. Physiol. 28, 179, 1910. 
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ie A. und M. Krogh nachweisen konnten, mit dem arteriellen Blute 


Spannungsgleichgewicht. Die Gasanalysen wurden von Herrn 
Or. Bramigk mit seiner Birette!), die zur Gasentnahme unmittelbar 
an den Katheter angeschlossen wurde, ausgefiihrt. Die Apparatur 


bewahrte sich dabei sehr gut. Keine einzige Analyse ging verloren. 
\uf die von A. und M. Krogh benutzte elektrische Abklemmvorrichtung 
konnte verzichtet werden. Am Ende der Ausatmung wurde der Ver- 
hindungsschlauch zwischen Vierwegerohr und Trachealkaniile (s. Abb. 1) 
einfach mit der Hand fiir einige Sekunden zugedriickt und gleichzeitig 
der Hahn der Biirette zur Gasaufnahme ge6ffnet. Zur Ausspiilung 
des toten Raumes im Katheter wurden zunichst einige Kubikzentimeter 
in den Nebenweg der Biirette geleitet und dann in Abstinden von je 
| Minute (in einigen Versuchen in Abstanden von ', Minute) die Gas- 
proben zur Analyse in zwei Portionen zu etwa 5cementnommen. Das 
Tier wurde durch diese MaBnahmen nur ganz kurze Zeit beeinfluBt. 

Unmittelbar nach der Gasentnahme wurde aus einer Femoral- 
arterie — beide waren fiir diesen Zweck vorgerichtet manchmal 
auch aus einem Seitenweg der Karotiskaniile, unter Vermeidung der 
Berithrung mit Luft, Blut gewonnen, und zwar anfangs je 7 ccm, spater 
je 34,cem. Mit Hilfe von Glasspritzen mit weitem Halse und aufsetz- 
barem Konus, sogenannten Rekordsubstitspritzen, lie sich das leicht 
bewerkstelligen. Zur Gerinnungshemmung diente Natriumoxalat. 
Das Blut wurde in der Spritze selbst, luftdicht verschlossen, auf Eis 
aufbewahrt. Sauerstoff- und Kohlensiuregehalt wurden nach Haldane 
und Barcroft?) bestimmt. Die Aufbewahrung bis zu 24 Stunden andert, 
wie ich mich iiberzeugen konnte, die CO,-Werte nicht. Aus der CQ,- 
Spannung und dem Kohlensiuregehalt des Blutes wurde dann nach 
der Formel von Hasselbalch*) die Wasserstoffionenkonzentration des 
arteriellen Blutes, die ,,regulierte’’ Wasserstoffzahl berechnet. 

In etwa der Halfte der Versuche wurde auBerdem noch die ,,redu- 
zierte Wasserstoffzahl** bestimmt, und zwar mit einem von Bramigk 
und mir‘) modifizierten aerotonometrischen Verfahren. Wegen der 
spontanen Siuerung des Blutes wurden diese Bestimmungen unmittelbar 
im AnschluB an die Versuche gemacht. Durch sterile Aufbewahrung 
auf Eis laBt sich zwar nach H. Straub und Kl. Meier®) die Saurebildung 
im Blute nahezu verhindern, ich bekam aber doch, als ich in einem 
Versuche erst am folgenden Tage die Bestimmungen ausfiihrte, Werte, 
die durchgehend um etwa 0.04 zu niedrig lagen. Die reduzierte Wasser- 


!) Diese Zeitschr., dieses Heft. 

*) Journ. of Physiol. 28, 232, 1902. 
3) Diese Zeitschr. 78, 112, 1917. 

') Ebendaselbst, dieses Heft. 

*) D. Arch. f. klin. Med. 129, 54, 1919. 
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stoffzahl gibt uns nach Hasselbalch!) AufschluB iiber etwaige Verschic 
bungen im Gehalt des Blutes an nicht fliichtigen Saiuren. Danebe) 
aber ermoglichte ihre Bestimmung eine Kontrolle der aus der Kohle1 
siurespannung der Alveolarluft und dem CQO,-Gehalt des Blutes e: 
mittelten Werte fiir die regulierte Wasserstoffzahl. Besonders sché: 
zeigt sich das in solchen Fallen, bei denen die CO,-Spannung de 
Alveolarluft zufallig ungefihr 40 mm Hg betrug. So wurde bei Versuch 5 
Bestimmung 3, bei einer CO,-Spannung von 39,5 mm Hg durch direkt: 
Kohlensiurebestimmung im Blute fiir py regul. der Wert 7,05 1 
mittelt, aerotonometrisch wurde bei 40 mm Hg ein py-Wert von 7,()4 
gefunden. Bei Versuch 8, Bestimmung 1, war die alveolare Kohlen 
siurespannung 40,7 mm Hg, py regul. betrug 7,27, pu reduziert 
aeronometrisch bestimmt, 7,29. Die Ubereinstimmung ist also ein 
gute, da nach Hasselbalch®) bei elektrometrischer Messung auch fii 
den Geiibten Unterschiede im py-Wert von 0,03 noch innerhalb der 
Fehlergrenzen der Methode liegen. Auch sonst verhielten sich dir 
Zahlen fiir pH regul. und py reduziert in der Regel so zueinander 
wie man es nach den — am Menschen gewonnenen — Kohlensiaure 
absorptionskurven des Blutes von Straub und Meier*) erwarten mubite 
(Ausnahme Versuch 4, Bestimmung 1; bei 31,8mm CO,-Spannung 
pu regul. = 7,38, pu reduziert = 7,26). 

Kine Narkose der Versuchstiere erwies sich trotz der un- 
erwiinschten Nebenwirkungen auf die verschiedenen Zentren doch als 
notwendig, da erfahrungsgemiB jede Unruhe der Tiere starke Blutdruck- 
schwankungen macht. Auf Anraten von Herrn Prof. Holste wihlte 
ich Chloralhydrat als Narkotikum. Die Reizbarkeit des Vasomotoren- 
zentrum ist dabei zwar auch wohl herabgesetzt, andererseits aber 
konnte erwartet werden, da eine stattfindende Erregung bei dem 
durch Chloralhydrat an sich geringen GefaiBtonus um so deutliche: 
in Erscheinung treten wiirde. In der Regel bekamen die Tiere (von 
2 bis 244 kg Gewicht) dreimal 1,0 Chloralhydrat, und zwar 414, 21, 
und 4 Stunde vor Beginn der Operation. Die Narkose war gerade 
ausreichend, die Reflexerregbarkeit jedoch nicht ganz erloschen. Ce- 
legentlich kamen Erregungszustande vor, dann wurde mit der Gas- 
oder Blutentnahme bis zu_ volliger Wiederberuhigung des Tieres ge- 
wartet. Die letzten drei Versuche wurden aus spiter ersichtlichen 
Griinden bei Morphiumbetaéubung vorgenommen. Nur in einem Falle 
(Versuch 13) wurden die Vagi durchschnitten, sonst blieb das Nerven- 
system tunlichst unberiihrt. Die Operation nahm meist etwas iiber 
1 Stunde in Anspruch. Unmittelbar danach begann der Versuch 

1) Diese Zeitschr. 74, 56, 1916. 

2) Ebendaselbst 78, 112, 1917. 

3) Ebendaselbst 89, 156, 1918. 4 
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‘ine Abkiihlung des Tieres wurde durch ein elektrisches Thermophor 
erhindert. Im ganzen wurden 17 Versuche angestellt, von denen 
ier technisch miblangen. 


Ergebnisse. 

Der Besprechung der Ergebnisse seien die Protokolle einiger Ver- 
suche vorausgeschickt. Versuch 8 ist als Beispiel ausfiihrlicher wieder- 
vegeben. Bei den Versuchen 4 und 10 sind die Protokolle stark gekiirzt. 
Versuche 9 und 11 werden nur graphisch dargestellt. 


Versuch 8. 
26. X. 1922. Barom. 755mm Hg, Temperatur 15°C. Kaninchen 2,4 kg. 
3 x 1,0 Chloralhydrat. 





sufubr ziige Puls = Arterienblut 
Zeit nach dls é lof _ Blutdruck di. L & 
"a z £ is = ae & 7 eo yar = 3x ie Bemerk ungen 
we 5 BH so SRE 3 | Saii9 O, | CO,| P ) 
Operation 2 Ris : 22s mm Hg E a: 3 - 2 2 | PH 
$0 gts SS /SH) 9, 0 
Db58! 19 — 80 5 53/49 288 4 _- - = — 
1 00 19 —  KEinfiihrung des Trachealkatheters — — _ 
1 01 19 — 84! 6 51/47 284 4° —- — — 
}01—1h06’ 19 — 1. Gasentnahme 407 — — oa 
1506’ 19 — 92 7 50/46 284 4 — —, — $7.27, — 
107 19 — 1. Blutentnahme (7,5ecm) | — 15,3 44,3 | 7,29 
1 09 19 — 92 7 45/42 288 3 —- — — a 
1 22 19 —|9 9 42/40 284 2 —-' —- — — 
1 24 Beginn der CO,-Zufuhr —'— — — — _ 
| 26 2,1 7,4) 96! 31 42/40 284.2 —- — — — (= — 
1 31 2,1 7,464) 42 52/49 274,33 — — = — | Blutdruck 59/56 
1531 —1h34’ 2.1 7,4 2. Gasentnahme 610 — — | — 
1h35’ 2,1 7,4 60) 38 52/49 274 3 — — — 7715 — 
1 36 2.1 7,4 2. Blutentnahme (7,5cem) — 17,6 52,6 7,27 
1 40 2,1 7,4 60 36 57/54 274 3 -—- — — _ 
1 41 CO,-Zufuhr unterbrochen — — — — — 
1 42 19 — |60 24 48/46 2388 2 —- — — 
1 54 1,9, — 84 8 44/42 288 2 —- —_—- — _ 
1556 —1h§9’ 1.9 — 3. Gasentnahme 33.9) — | + 
200’ 19 — 80 10 42/40 288) 2 — — — 47,24 
2 03 19 — | 3. Blutentnahme (7,5cem) — 15,4 33.6 f 7,25 2h02' und 2b05 
205 (19 —/ 84) 11 97/25 jess} 2) — || — | — int Soares 
219 19| — |76| 8 22/20 292 2 -—- — — —_ 
2 21 Beginn der CO,-Zufuhr ||— — — — — — 
2 26 2,1) 7,4 ||56| 23 29/28 256 1 —_- —- — — 
2128 —2h30’ 2.1 7,4 || 4. Gasentnahme 58.3) — | — l — 
2:31’ 2,1 7,4 48) 14 21/19 256 2 — — — '692 — 
2 32 21|7.4 4. Blutentnahme (7,5cem) — 15,6 28,5 | 7,07) Krémpfe nact 
23 2.117.4'18 21 9/7 160 2 Le pid ___ Blutentnahme 


2 34 Exitus — — —_ —-— —- —-)- = 
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Versuch 4. 














Exitus kurz nach Blutentnahme. 


Ehe wir auf den EinfluB der Kohlensiureeinatmung eingehen 
kénnen, miissen zunichst die Normalwerte fiir CO,-Spannung und 


Wasserstoffionenkonzentration 


des arteriellen 


Blutes, 


wie 


man sie 


unter den gewahlten Versuchsbedingungen findet, festgelegt werden. 
Entsprechende Untersuchungen liegen bereits von Hasselbalch und 


10. X. 1922. Barom. 756mm Hg. Temperatur 12,5°C. Kaninchen 2,3 kg 
3 x 1,0 Chloralhydrat. 
—_. pee Puls oo Arterienblut 
Zeit nach ee jles Blutdruck “ SE 
nail = — | oe ‘ , io 1 2 ob D a5 
— = a = a2 g in -§ Picea = 3x | oo Bemer 
bons v0 oF a SE : S6@ os O CO» , ) 
Operation = \Qei- 25 ; mm Hy = a 3 Z 2 < oy 
£15 ialkeg Si<s <2 
Ps N [3 QT Per 
1h45’—1h51") 2.0 48 4 62/56 216 6 «31,8 15,3 44,6 7,38 7,26 1h54 
159 12.0 538 59/54 2165 _ 
2 00 Beginn der CO,-Zufuhr 
2 10 2,2; 4,7 | 54| 26 64/59 216 5 
218’—2h29’ 21,47 | 56) 26 61/57 224 4 444 14,8 45,3 7,23 7,24 2h29 ; 
2h4]' 2,1 4,7 63) 26 48/43 224/2—4 = s 
2 43 CO,-Zufuhr unterbrochen 
2h55'—306' 2,0 |}61 9 44/40 224 4 (33,1 15,2 37,3) 7,29 7,23) 3b06' Bluten 
3h17’ | 2.0 }79 11 33/30 216 3 a an 
3.18 Beginn der CO,-Zufuhr 
3b25’—3b35' | 2.1 4.7 || 78) 52 40/35 216 2—4 37,1 15.3: 28,6) 7,13 7,08) 3b 35° Bluteni fe 
3436’ Versuch abgebrochen poems ‘cae 
Versuch 10. 
4. XJ. 1922. Barom. 729mm Hg. Temperatur 12°C.  Kaninchen 2,3 kg. 
3 x 1,0 Chloralhydrat. 
Luft Atem: eT . ; 
fas pe Puls = Arterienblut 
Zeit nach dts dl.e Blutdruck 3 CE 
, Sis = |oe : 4 te || ot vw) v.38 
a = Fs 2 z as a in int Senate = 3z §3 a a 
Operation b Qs = $3 : mm Hg = a8 3 2 OQ, | CO a 
2 {2 4 |an™ 2 | §& aa 
hs fe ng s Lg S <8 Fe Of, Yh, 
1hO4’ 18 — 74; 2 54/50 250, 4 — 
1 05 18 Finfiihrung des Trachealkatheters 
1 06 18 — 72) 3 53/49 256} 4 | — 
1607’—1h12’ 1,8, — ||72| 2 51/47 256) 4 32,9 14,130,7 7,21  1h12’ Blutentna 
1ng9’ 1.8 — |/74) 3 39/36 256 3 a 
1 30 Beginn der CO,-Zufuhr oy 
1635’—1h39') 1,9 11,9) 52! 17 | 61/55—55/51/208)4—6 79,6 13,5.41,6 6,92 1h39 Blutentnat 
1h4]’ 1,9,11,9) 48) 15 |59/56—55/52'216, 3 —— - 35 com. 
1 42 CO,-Zufuhr unterbrochen 
1h58’—2h02' 18 — 66! 3 || 25/22 224) 3 | 27,5 14,2/22,6 | 7,19 aner Blutentna 
3,5 ccm. 
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undsgaard') vor. Die alveolare CO,-Spannung (1 bis 2 Stunden nach 
(yperation) schwankt in den Versuchen dieser Autoren etwa von 1% 
jis 34mm Hg und sinkt im Laufe des Versuches bei demselben Tiere 
iimahlich ab (z. B. in 1144 Stunde von 28 auf 22 mm). Ein ihnliches 
Verhalten hatten vorher schon A. und M. Krogh”) festgestellt. Bei 
meinen Versuchen betrugen die Anfangswerte fiir die alveolare CO,- 
Spannung meist 30 bis 40mm Hg. Mit der Zeit fielen sie gleichfalls 
in der Regel etwas, ein Wert von 22 mm Hg wurde aber nur in einem 
Kalle (Versuch 11) nach dreistiindiger Versuchsdauer erreicht. Wahr- 
scheinlich haingen die etwas héheren Zahlen, die ich fand, mit der 
angewandten Narkose zusammen. Bei Hasselbalch und Lundsgaard 
waren die Tiere nicht narkotisiert, auch A. und M. Krogh erwihnen 
von einer Narkose nichts. 

Fiir py regul. fanden Hasselbalch und Lundsgaard elektrometrisch 
in 14 Kinzelbestimmungen (1 bis 2 Stunden nach Operation) Werte, 
die zwischen 7,15 und 7,49 schwankten, durchschnittlich 7,33. In 
meinen Versuchen lagen die Anfangswerte im gleichen Bereich, sie 
schwankten in den zehn Versuchen mit Chloralhydratnarkose zwischen 
7.21 und 7,38 und betrugen im Durchschnitt 7,28. Besondere Be- 
deutung fiir die Beurteilung der Versuchsergebnisse hat die von Hassel- 
halch und Lundsgaard beobachtete Tatsache, daB bei gefesselten und 
operierten Tieren die Wasserstoffzahl schon an und fiir sich mit der 
Zeit eine Verschiebung nach der sauren Seite erfihrt. In einem Beispic! 
der Autoren sank in der Zeit von 144 bis 314 Stunden nach der Ope- 
ration py von 7,28 auf 7,07. Auch bei meinen Versuchen ergaben sich 
ihnliche Verhaltnisse. Dabei ist die Saiuerung des Blutes im Anfang 
nur gering, sie nimmt erst in der zweiten bis dritten Stunde rasch zu. 
Wie ich feststellen konnte, beruht das offenbar nicht lediglich auf 
einer Anderung in der Erregbarkeit des Atemzentrums, da auch die 
reduzierten py-Werte einen parallelgehenden Abfall zeigen (man ver- 
gleiche in den Protokollen die bei reiner Luftatmung gewonnenen 
Zahlen). Es handelt sich wohl mehr um die Folgen einer allgemeinen 
Schadigung des Korpers. 

Unter dem EinfluB einer CO,-Einatmung geht natiirlich dic 
Kohlensiurespannung der Alveolarluft in die Hohe, die CO,- 
Abgabe des K6érpers wird zunehmend behindert. Nach Speck*) haben 
bereits bei Einatmung von 7%, Kohlensiure Exspirations- und 
Inspirationsluft gleichen CO,-Gehalt und bei 11°, kommt es schon 
zum Kohlensiureiibertritt in die Gewebe. Bei meinen Kaninchen 
war der CQO,-Gehalt der Alveolarluft noch bei einer Kohlensaure- 

1) Skand. Arch. f. Physiol. 27, 13, 1912. 

%} A.'a. ©. 

3) Zit. nach Hill und Flack, a. a. O. 
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atmung bis etwa 10°, deutlich um | bis 2% gegeniiber der Inspiration 

luft erhéht, erst bei héheren Konzentrationen war er gleich oder sog 

ein wenig niedriger. Entsprechend der Erhéhung der alveolaren CQ 

Spannung muB auch die Wasserstoffionenkonzentration des Blut 

steigen, der Wert fiir px regul. also absinken. Wie aus den Protokoll«:, 
hervorgeht, ist das der Fall. px reduziert zeigt aber keine entspreche 

den Schwankungen, sondern die Werte fallen, unabhingig von de: 
Kohlensaureeinatmung, gleichmaBig ab. Das war nicht ohne weiter: . 
selbstverstandlich. Es wire durchaus méglich gewesen, daB die unt« 
Kohlensiureatmung einsetzende Dyspnoe zu einer Anhaufung vo. 
organischen Siuren im Blute gefiihrt hatte, wie wir es von starke: 
Muskelarbeit her kennen [Morawitz und Walker')|. Auf Grund de: 
Versuchsergebnisse mu das — wenigstens fiir die erste Zeit einc- 
Versuches — abgelehnt werden. Nur am SchluB der Versuche spiele: 
offenbar derartige Vorginge mit. Wenn nun das Kohlensaurebindung- 
vermégen des Blutes durch CO,-Einatmung zunichst nicht nennens 
wert beeinfluBt wird, so miiBte man die mit einer Erhéhung der alve: 
laren CQO,-Spannung einhergehende Verschiebung der Wasserstoft 
ionenkonzentration des Blutes an der Hand der ‘normalen Kohlen 
siurebindungskurven (gegebenenfalls mit paralleler Verschiebung de: 
selben) ohne weiteres ablesen kénnen. 

In Tabelle II (Stab 7) sind den wahrend der CO,-Inhalation lb 
stimmten Zahlen fiir pq regul. diejenigen gegeniibergestellt, die sic| 
aus der anfanglichen Wasserstoffzahl und den Werten fiir die Alveolar 
gasspannung vor und wihrend der CO,-Einatmung auf Grund der 
fiir menschliches Blut geltenden — Kurven von Straub und Meier® 
ergeben miiBten. Wie man sieht, ist die Ubereinstimmung mit den 
durch Analyse gewonnenen Werten durchaus befriedigend. 

Der Blutdruck ist bei der Einatmung von CO, nahezu regelmaBiz 
deutlich angestiegen. Eine Beurteilung der quantitativen Beziehungen 
dieser Blutdrucksteigerung zur Anderung der Kohlensaiurespannuny 
der Alveolarluft und zur Wasserstoffionenkonzentration des Blutes 
ist aber bei den vorliegenden Versuchen durch zwei Umstande e1 
schwert, einmal durch die erwahnte spontane Sauerung des Blutes 
und mehr noch durch die mit den Blutentnahmen verbundenen Blut 
drucksenkungen. Immerhin kann man doch unter Beriicksichtiguny 
dieser Verhaltnisse sich ein ausreichendes Urteil bilden. In den Kurven | 
und 2 sind als Beispiele die Ergebnisse zweier Versuche graphisc|i 
dargestellt. Die Veranderungen des Blutdruckes durch Blutentziehun: 
sind durch entsprechende Verschiebungen der Blutdruckkurven au- 


1) Diese Zeitschr. 60, 395, 1914. 
2) D. Arch. f. klin. Med. 129, 62, 1919; 188, 213, 1922. 
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geglichen. Die Stellen der Blutentnahme sind durch Pfeile angegel» 
Die Lange des Pfeiles entspricht jedesmal der Gesamtverschiebiu 
der Kurve an der betreffenden Stelle. Die py-Werte sind umgekeh 
gezeichnet, die hohen Werte liegen unten, die niedrigen oben. 1D 
punktierte Kurve entspricht also Verschiebungen des positiven Log: 
rithmus der [H'], wihrend die gestrichelte Linie die Schwankung 
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Kurve 2. 


der CO,-Spannung selbst wiedergibt. Beide sind also nicht ohne weiteres 
aufeinander zu beziehen. Wenn trotzdem der Logarithmus und nicht 
die Wasserstoffionenkonzentration als solche fiir die graphische Dar- 
stellung benutzt wurde, so geschah das aus bestimmten, spiater ersicht- 
lichen Griinden. Die spontane Sauerung des Blutes kommt in Kurve | 
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irch Anniaherung, in Kurve 2 durch Kreuzung der beiden Linien 
iw CQO,-Spannung und py zum Ausdruck, doch sind die Veranderungen 
ier so gering, daB sie fiir die Beurteilung keine Rolle spielen. 


Als bisheriges Ergebnis stellen wir fest, daB auch bei den nicht 
raphisch dargestellten Versuchen CO,-Spannung des Blutes, Loga- 


ithmus der Wasserstoffionenkonzentration und Blutdruck bei Kohlen- 
viureeinatmung gleichsinnige Verschiebungen erleiden. 

Eine Ausnahme bildet Versuch 6. Bei der ersten CO,-Einatmung 
teigt zwar wie gewOhnlich der Blutdruck an, von der zweiten Blutentnahme 
un aber zeigt sich ein abweichendes Verhalten. Erst bei Unterbrechung 
der Kohlensaiurezufuhr erholt sich der Blutdruck etwas, um bei erneuter 
CO,-Einatmung wieder abzusinken. Auch die regulierte Wasserstoffzahl 
ist nach Aussetzen der CO,-Zufuhr auffallenderweise niedrig geblieben. 
Ich nehme an, daB hier eine Schaidigung des Tieres vorgelegen hat. Die 
Kohlensiitureatmung hatte besonders lang (4 Stunde) gedauert, auch die 
schlechte Narkose mag eine Rolle gespielt haben; das Tier war jedenfalls 
des 6fteren sehr unruhig gewesen. Ahnlich fiel auch Versuch 13 aus. Bei 
der ersten Kohlensaiureatmung zeigte sich normales, bei der zweiten dagegen 
ungewOhnliches Verhalten. Auch hier war die spontane Siuerung des Blutes 
auffallend stark. 

In Tabelle If sind nun die Ergebnisse verschiedener Versuche 
miteinander in Beziehung gesetzt, und zwar sind die Differenzen in 
den Werten fiir CO,-Spannung, p regul., Blutdruck und Pulszahl 
vor und wihrend der Kohlensiureeinatmung nebeneinander gestellt. 
Bei jedem Versuche ist wegen der schon mehrfach erwihnten, spiiter 
einsetzenden spontanen Blutsiiuerung und wegen der Beeinflussung 
durch die Blutentziehungen nur die erstmalige CO,-Anwendung beriick- 
sichtigt. Als Anfangsblutdruckwert ist immer der letzte, unmittelbar 
vor der CO,-Zufuhr bestimmte, in Rechnung gesetzt. Wir sehen, dal} 
gréBeren Differenzen zwischen den CO,-Spannungen auch stirkere 
Blutdruckzunahmen entsprechen, doch gehen die Werte nicht einander 
parallel, sondern die Blutdruckzahlen bleiben mehr und mehr zuriick. 
Die Differenzen aus den p -Werten verhalten sich dagegen bei den 
verschiedenen Versuchen im groBen und ganzen umgekehrt proportio- 
nal zu den Blutdruckdifferenzen. Einem Sinken von py, um 0,1, 0.2 
und 0,3 entspricht ungefihr eine Blutdrucksteigerung von 9, 18 und 
27mm Hg. Das macht bei einem durchschnittlichen Anfangsdruck 
von rund 50 mm Hg Unterschiede von etwa 18, 36 und 54°%. 

Anscheinend geben also die Differenzen der Logarithmen aus den 
Wasserstoffionenkonzentrationen die Blutdruckschwankungen  besse1 
wieder als die Unterschiede der [H'] selbst und der sie bedingenden 
und ihr parallel laufenden CO,-Spannungen des Blutes.. Daraus etwa 
bindende Schliisse iiber den Ablauf der sich abspielenden Vorgiinge 
zu ziehen (logar. Funktion ?), scheint mir aber bei der geringen 
Anzahl der Versuche und den nur groben Ausschligen noch nicht 


6* 
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Versuch 6. 


16. X. 1922. Barom. 755mm Hg. Temperatur 17°C.  Kaninchen 2,0k 
3 1,0 Chloralhydrat. 





knw ol Atemziige Puls | 35 Arterienblut 
~& 
Zeit nach (uw ae es, —— C Pr CE 
Beginn der Oy © Dy os in der Sols a. ne 
Operation ie 3-2 ee 3 é Karotis ee a> 3 e a : < Beme 
“8/Q. | sla inmmHg “elGe) SE 7 2 2 
8216" 62 9n8 ge; 6siiagi w | 0 jae ee 
SiC IN <3 Nis (“F,/ 0/018 ,8& 
ao] 
1 10’—1516''2.0' — 74: 3 4638 188 8 = 31,1/13,1 | 31,3) 7,25 (7,19) 1h 16’ Blut. 
1 26! 2.0 — |80) 3 45,38 192 7 nahm« 
1 28 Beginn der C O,-Zufuhr Mehrmals 
gungszustar 
1 41’-1 47’ 21 66) 96) 39 61/52 (216 9 | 58,3142) 37,1 7,02 7,17 1h47’ Blur 
1 55’ 2.1 66/1100 38 28/21 192 7 nabme 
1 58 C O,-Zufuhr unterbrochen 
2h16'—2"23': 2.0 — {158} 17 37/33 216, 4 30,3124 17,3 7,01 |6,95 2h 23’ Blut 
2n33’ 2.0 — ||112) 13 28/24 (232) 4 —_— 
2 35 Beginn der CO,-Zufuhr 
2 46’—2h50!' 2,2 6,6) 80} 14 19/16 196 3 60,1 10,1 16,1 6,63 
2650’ Exitus nach Blutentnahme 


erlaubt zu sein. Auch ist zu bedenken, da die Verhialtnisse durch 
eine direkte Herzwirkung oder durch periphere Gefai®Bwirkung der CO, 
beeinfluBt sein kénnten. 

Uber die direkte Herzwirkung der Kohlensiure la8t sich nach 
meinen Versuchen nichts Sicheres aussagen. Sie kommt nach Jtami') 
ja besonders bei einer CO,-Konzentration der Einatmungsluft unte1 
5% zum Vorschein. So niedrige Konzentrationen wurden aber nur 
in Vorversuchen angewandt und, da die Ausschlige die Fehlerquellen 
kaum tiberstiegen, spiter nicht mehr benutzt. Bei geringem CO,- 
Gehalt der Einatmungsluft konnte ein EinfluB auf die Pulsamplitude 
nicht bemerkt werden, die Pulszahl blieb gleich oder war etwas be- 
schleunigt. Bei Konzentrationen iiber 7°, trat aber regelmaBig eine 
Pulsverlangsamung ein, die bei starkem CQO,-Gehalt recht betrachtlich 
war (Tabelle II). Die Pulsamplitude war dabei zum Teil erheblich 
vergroBert. Beides ist wohl auf zentrale Vagusreizung zu beziehen. 

An den peripheren GefiBen miBten nach den Untersuchungen 
von Fleisch), sowie von Atzler und Lehmann’) die von mir beobachteten 
Verschiebungen der Wasserstoffionenkonzentration des Blutes_ er- 
weiternd wirken. Fleisch gibt als Schwellenwert fiir die vasodilata- 
torische Wirkung ein Absinken des p der Durchstrémungsfliissigkeit 
um 0,3 an, Alzler und Lehmann bekamen schon bei Differenzen von 


1) A.a.O. — #7) Ava. O. — 3) Ava. O. 
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0.21 an Ausschlige. Meine Werte liegen also gerade noch im Wirkungs- 
ereich. Nun ist aber nach meinen Untersuchungen das Vasomotoren- 
entrum gegeniiber Anderungen von p_ offenbar wesentlich empfind- 
licher als die GefaBe selbst, der Schwellenwert liegt unter 0,1. Eine 
allgemeine Blutséuerung wird demnach durch Vasomotorenreiz zur 
GefaBverengerung fiihren miissen. Die durch VergréBerung der [H’} 
dilatierten Gefaife bleiben jedenfalls nach Fleisch') auf physiologische 
konstriktorische Reize noch voll ansprechbar. Die periphere Gefab- 
wirkung der Sauren kommt bei allgemeiner Blutsiuerung also gar 
nicht zur Geltung, ihre physiologische Bedeutung liegt vielmehr 
darin, daB auf eine lokale Saiurebildung (Kohlen- und Milchs&iure im 
arbeitenden Muskel) eine auf den betreffenden Bezirk beschrinkte 
GefaBerweiterung eintritt. 

DaB die Erregung der Zentren im Gehirn bei der Kohlensiure- 
einatmung wirklich durch die Blutveriinderungen und nicht etwa 
reflektorisch durch zentripetale Nerven zustande kommt, ist fiir 
das Vasomotorenzentrum, wie erwahnt, bereits durch Traube?) und 
spiter durch Mathison®), fir das Herzhemmungszentrum von Bain- 
bridge*) mit Nervendurchschneidungsversuchen nachgewiesen worden 
Auch meine Ergebnisse sprechen durchaus in diesem Sinne. Dab kein 
im Vagus zentripetal verlaufender Reiz in Frage kommt, zeigt der 
Versuch 13 (Tabelle If), bei dem der Nerv beiderseits durchschnitten 
war. Gegen eine reflektorische Erregung spricht ferner die bereits 
von Hill und Flack®) betonte und auch von mir beobachtete Tatsache, 
daB die Verinderungen im Kreislauf deutlich spiter in die Erscheinung 
treten als die Erregung des Atemzentrums. In Versuch 5 zeigte sich 
schlieBlich noch eine auffallende Unabhiangigkeit der Blutdruck- 
steigerung von Veriinderungen der Atmung. Bei dem_ betreffenden 
Tiere bestand von vornherein aus unerklirlichen Griinden eine merk- 
wirdig langsame, tiefe Atmung (22 Atemziige in der Minute) und 
etwas Trachealrasseln. Bei EKinatmung von 7,5°%, Kohlensiure zeigte 
nun die Respiration keine sichtbaren Verinderungen, Blutdruck- 
steigerung und Pulsverlangsamung traten aber in der iiblichen Weise 
ein (s. Tabelle IT). 

Fassen wir die bisherigen Ergebnisse zusammen, so laiBt sich 
folgendes sagen: Sowohl das GefafBzentrum als auch das Herzhemmungs- 
zentrum werden durch Erhéhung der Kohlensturespannung bzw. durch 
Vermehrung der Wasserstoffionenkonzentration des Blutes in Errequng 
versett. Welcher von diesen beiden Faktoren ausschlaggebend ist, lapt 
sich auf Grund von Kohlenstiureeinatmungsversuchen nicht entscheiden. 
Es wirkt also derselbe Reiz, der die Atmung erregt, auch auf die anderen 


1) A.a. O. *) A. a. O. 4) A. a. O. 4) A. a. O. 5) A. a. O. 
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Zentren in der Medulla oblongata. Nur sind die letzteren entschiede) 
weniger empfindlich als das Atemzentrum. Erst Verschiebungen ck 
pu-Werte am fast 0,1 machen deutliche Kreislaufveranderunge: 
wahrend die Atmung bekanntlich schon auf kaum nachweisbare Unte: 
schiede der [H'] reagiert. Die Kreislaufwirkung tritt, wie schon erwihnt 
auch regelmabig spiter ein und klingt bei Unterbrechung der Kohlen 
siurezufuhr entsprechend frither ab. 

Der Entscheidung der Frage, ob CO,-Spannung oder Wasserstoff 
ionenkonzentration des Blutes fiir die Erregung der Zentren mabgebend 
ist, suchte ich durch Saureeinspritzung in die Blutbahn naher zu kommen 
Nach dem Vorgange von Mathison injizierte ich in Versuch 14 dem Tier 
zunichst 2 cem n/15 Milchsiure in die Vene. Im Gegensatz zu Mathison 
fand ich dabei keinen Blutdruckanstieg, sondern nur eine gering- 
gradige und kurzdauernde Senkung, auch die Atmung war nur ganz 
voriibergehend ein wenig  vertieft. CO,-Spannung und py - Wert 
2 Minuten spiter bestimmt, waren kaum verandert (s. Protokoll). 
Worauf das abweichende Ergebnis von Mathison beruht, vermag ich 
nicht zu entscheiden. Eine Berechnung mit Hilfe des einfachen Blut- 
modells nach Michaelis!) ergibt, daB mit der angewandten Sauremenge 
gar keine nennenswerte Verschiebung der py erzielt werden kann. 
Auch 6eem n/15 Milchsiure hatten noch keine deutliche Wirkung 
auf den Blutdruck. Die beobachtete Blutdrucksteigerung kann hier 
rein mechanisch bedingt sein. Das Atemzentrum wurde allerdings 
voriibergehend gereizt (eine nachfolgende CO,-Einatmung hatte bei 
dem betreffenden Tiere die iibliche Wirkung). Um durch Saure- 
einspritzung eine linger dauernde wesentliche Verschiebung von p,, 
zu erzielen, miissen schon betrichtliche Mengen angewandt werden 
[ Michaelis*)|. Die Kinspritzung von 6 ccm n-Milchsiure hatte aber 
bei einem anderen Tiere den sofortigen Tod zur Folge. Ich gab daher 
zunichst weitere Versuche in dieser Richtung auf. 

Zum SchluB habe ich noch drei Versuche (15, 16, 17) angestellt, 
bei denen als Narkotikum eine kleine Morphiumgabe verabfolgt wurde, 
und zwar wurden jedesmal 0,03 g Morphium hydrochloricum 11, Stunden 
vor Beginn der Operation subkutan injiziert. Ein kurzer Auszug der 
Versuchsprotokolle sei wiedergegeben. 

Die Herabsetzung der Empfindlichkeit des Atemzentrums zeigt 
sich bei diesen Versuchen deutlich durch besonders hohe Anfangswerte 
der CO,-Spannung der Alveolarluft. Die Erhéhung betragt etwa 10 
bis 15mm Hg und miiBte nach unseren bisherigen Erfahrungen den 
Py-Wert des betreffenden Tieres um etwa 0,1 herabgesetzt haben. 


') Die Wasserstoffkonzentration. Verlag Springer, 1917. 
*) Zit. nach Arnoldi, Zeitschr. f. exper. Pathol. u. Ther. 18, 298, 1918. 
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Versuch 14. 


Barom. 747mm Hg. Temperatur 15°C. 


Kaninchen 2,2 kg. 





3 1,0 Chloralhydrat. 
Lufte Ate ‘ > ~t . 
zufuhr eee Puls XE Arterienblut 
” ae mt ~* jae Blutdruck é ) F 
Let . 4 = n wy : 5) e ? 
peginn cer Sy a. Ze Sie o. Se Be & be Bemerkungen 
UO ae oh iF Sk in mm Hg &§2) 87.93) O2 |CO PH 
wit) SS aes 2 ew =| @E 1 SE hi 
SS A" SES SAS ei Gala reg. 
- fe S i<2 Ss ie ie 
me al N = N 7 || % "Kk 
35’ 1h59! 1,4 76 3 56/51 248 5 39,3'15,8 44,2 7,28 | 1h5% Blutentnahme 
ni |14— 7 5 53/49 252 4 —| — 45 com. 
213 1,4 2 cem 15 n Milchs. intravenés ayes ane 
, 9 ' - . ~ RO « . Qe« 7 O7 nac inspritzung au 
bia’ 2617 1.4 78 6 52 48 aos 4 39.6 14,9'43,2 7.27 Se iecaken, teen 
219 1,4 18 65 49/45 254 4 — - nach 15 Sek. wieder 
gleichma®.,wie zuvor 
» 30 1.4 76 «66 48 45 252; 3 2h 16’ Blutentnahme 
; : _3,5 ccm. 
2 31 1.4 6 ecm 15,/n Milchs. intravenés Kurze Blutdrucksen 
kung bis 35/31 
32! 2h34’ 14 70 10-6 601555 248 5 36,0 13,8 38,0 7,26 2h33’ Blutentnahme 
2h4s’ 14,— |79; 7 51/47 260 4 —|— . 3,5 com. 
2 49 Beginn der C O,-Zufuhr 
$51’ 2556'° 1598 48 16 84 76 200! 8 71.5 14.0/ 46.4. 7.02 | 2h 50’ Blutentnahme 
2558’ «15 98 50) 15 75/70 236 5 — - 5 ccm. 
2 59 CO,-Zufuhe unterbrochen 
3 13'—3516' 1,5 1,5. 62 5 25/21 248' 4 23.9 13.2)19,1 7.17  3h10’ Blutentnahme 
3 97" Exitu 3 3,5 ccm. 
oad 4a Ss 


Im Versuche 16 finden wir denn auch einen Wert fiir py regul. von 
7,20, der also an der unteren Grenze der bei Chloralhydratnarkose 
beobachteten Zahlen liegt. Gerade in diesem Falle war aber die Mor- 
phiumwirkung entschieden am wenigsten ausgesprochen, das Tier war 
vielmehr noch so lebhaft, daB es sich losgerissen hat. Auch die Ver- 
langsamung der Atmung war bei weitem nicht so ausgesprochen wie 
bei den anderen Morphiumversuchen 15 und 17. Trotzdem lagen 
bei letzteren die py-Werte auffallend hoch, sogar héher als die Durch- 
schnittszahl bei Chloralhydratnarkose. Das kénnte einmal daran liegen, 
daB gerade bei diesen beiden Tieren der Alkalibestand des Blutes ein 
besonders groBer gewesen ist!), andererseits kénnte es sich aber auch 
um eine vermehrte Ausscheidung saurer Valenzen unter der Morphium- 
einwirkung gehandelt haben. Die letztere Annahme finde in Unter- 
suchungen von Endres?) eine Stiitze. Dieser beobachtete, daB bei 

') In einer kiirzlich erschienenen Arbeit (Z. f. d. ges. exper. Med. 29, 
596, 1922) berichten Beckmann und Kl. Meier, daB bei Kaninchen unter 
dem Einflu8 verschiedener Ernahrung die aktuelle Reaktion des Blutes 
innerhalb relativ weiter Grenzen schwanken kann. Meine Versuchstiere 
waren gleichmaBig ernaihrt, und zwar bekamen sie eine Mischkost aus Heu, 


Runkeln und Kartoffelschalen. 
*) Diese Zeitschr. 182, 220, 1922. 
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Versuch 15. 
Barom. 764mm Hg. 
Morphium hydrochloricum 


Temperatur 14°C, 





Kaninchen 2,5 ky 
0,03 subkutan. 





oS 
—. Atemziige Puls _ 
il aaa er tr 2|.¢ Blutdruck " ve 
sean ae —- ‘$ ig 22 c der LS 32 ge 
Operation £3 cy $= ee ~ tn rect s3 fais E 
sez) BE N3/82 ze Fe 25 
a IS | seg” S"i<s <3 
.- ier} nD 
1h3 1’—1h36"| 1,4 15 2 | 62/58—59/56 256 3—4 50,8 
1h§4’ 14'— |16| 4 651/47—49/46 |256)3—4) - 
1 56 Beginn der CO,-Zufuhr 
2 O1’—2h05') 1,5) 8,4 || 24) 13 | 58/55—51/49 '256|/2—3) 73,2 
2 09’ 1,5 84 24 11  66/53—51/49 2442-3 — 
2 10 CO,-Zufuhr unterbrochen 
2h18’ 2h23’) 1,4 16, 5 | 47/45—45/43 264, 2 45,7 
2h37’ 14| — Injektion von 6ccm Milchsiure 


25. XI. 1922. 


danach Exitus. 


16. 


Temperatur 


Versuch 
Barom. 762mm Hg. 
Morphium hydrochloricum 0,03 


Arterienblut 


Bemerk 
O, CO: py 
reg. 

"lo 0 

15.6 63.8 7,32 1h 36’ Bluten: 
he a ie 3,5 com 
17.3 73.6 7.20 2h5° Blutentna 
es o 3,5 ccm, 
17.4, 61.2 7.34 3h 23’ Blutent 
5 § va ) 
in die Vene, 2,5 ccm. 
14,5°C. Kaninchen 2,5 kg 


subkutan. 





Lufts || Atem- : ~~ 
zufuhr ||  ziige Puls ee 
" . = e ~é 
Zeit nach Sis ||.8/&9 |  Blutdruck Sl owi~ £ 
Beginn der | % | # || = 25 || in der Karotis = 3X) 2% 
Operation | 0 | 9S" 5 SE e| in mm Hg Vv isg = g 
Bie S gas) = /ealee 
2j\/0° | 6 20" — Seciss 
4 j)O N “3 i N eke <$ 
1h13’—1b17' 1,7, — 44 3 56/51 224 5 | 44,0 
1 33’ 17 — 44 3 53/48 232';5 — 
l 35 Beginn der CO,-Zufuhr 
1h39’—1 43) 1,7, 7,8 ||58| 21 61/56 220 5 67,3 
1h48’ i 37) 7,8 ||58) 25 59/54 224.5 — 
1 49 CO,-Zufuhr unterbrochen 
2 04’ -2h06') 1,7; — || 52 3 57/53 240 6 440 
206’ }1,7) — i Tier reift sich los und verblutet aus 


Morphiumdarreichung (ebenso auch im Schlafe) py des 
deutlich nach der sauren Seite hin verschiebt. 

Die sonst beobachtete spontane Siiuerung des Blutes trat bei den 
morphinisierten Tieren nicht in die Erscheinung. 
den Versuchen 15 und 17 die bei reiner Luftatmung gewonnenen Zahlen. 
so findet man zwar wie sonst einen Abfall der alveolaren CO,-Spannung., 
die p,,-Werte aber steigen ein wenig. Das hingt wahrscheinlich mit dem 
Nachlassen der Morphiumeinwirkung zusammen. Auch die Verlangsamung 
der Atmung geht, wenigstens in Versuch 17, mit der Zeit deutlich zuriick. 


Arterienblut 


Bemerkung 





1h 17’ Blutentna 
3,5 ccm, 


13,9 41,4.7,20 
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- 7,0 ccm. 
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CO,-Spannung und H-Zah! usw. SY 


Versuch 17. 
29. XI. 1922. Barom. 747mm Hg. Temperatur 13°C. Kaninchen 2,0kg. 
Morphium hydrochloricum 0,03 subkutan. 
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_ _> 
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zutuhr ziige Puls Ss Arterienblut 
-a Sa 
Zeit nach giz & % 2 Blutdruck & 2w i es 
RB oinn der || & | $ = $5 6) in der Karotis | = 5 | 3S Oo oO ‘O Bemerkungen 
)neration ee: 2s 7 SE E in mm Hg ba, = £ S | C Pu 
ood “ec oot oo - on >c rey 
Siac 5A.5 on Ee 36 
a a <3 4 | 48 1% 2 
ws iY N ao) N 77) 
m12'-1h17'\ 1.4 25 $  73/69-70/66 248 4 43,5 14,2 54,97,32 1b47° Blutentnahme 
ae ‘ Oar 22/029)||\ Onc P 5.0 een 
[h3é 1.4 23 4 68/65—66/63 252 3 —- i —_ — au ecm 
1 36 Beginn der CO,-Zufuhr 


n38’-1h41'! 16/14,415| 15  89/61—79/55 | 96/24—28 99,1) 15,0) 71,1.7,05  1h41’ Blutentnahme 


142’ (1,614,414) 12 | 83/59—77/55) 96|22—24 —|— 19 ccm 
| 43 CO,-Zufuhr unterbrochen 
B04 —2h08' 1.4 — 28 4 |'51/49—50/48 264, 3 9 37,3 16,5) 47,5733 2h08' Blutentnahme 
225’ |} 1,4 32/3 ||47/45--46/44, 264 2 — | —/| — As comm 
2 26 Beginn der CO,-Zufubr 


3,5 ccm 


930’ 2h34' 15,11,3 | 24 8 74/52-61/43 > 128 18—22 85.0 14,3 56,07,02 2b34' Blutentnahm« 


2h35' 1,5:11,3 | 28 8 |73/54-63/47 136 16—19 


2 36 CO,-Zufuhr unterbrochen 


B 50'-2h56', 1.4. — || 40 3 45/43—43/41 270 2 27,4 14,6 35,6.7,35 ¢ 
3009 14 44; 3 | 39/37—37/35)| 266 2 — | —!- sei a 
310 Beginn der CO,-Zufuhr 


9)15'-3h16' 1510.3 32 7 |61/55—-55/48 176 6-7 | 81,5 12,8 47,86,98 3h16’ Biutentnahme 


3h32’ Exitus 90 ccm 


Die Verschiebungen der Wasserstoffzahl des Blutes durch Kohlen- 


siureeinatmung waren — wohl wegen der hohen Anfangswerte der 
CO,-Spannung — bei den morphinisierten Tieren ein wenig geringer 


als in der Chloralhydratnarkose. Blutdruck und Pulszahl verhielten 
sich zu den regulierten p -Werten wie sonst. Ein deutlicher Unter- 
schied in der Beeinflussung durch die beiden Gifte lieB sich somit 
beim Vasomotoren- oder Herzhemmungszentrum nicht nachweisen. 

Bei allen Versuchen wurden auch Sauerstoffbestimmungen im arte- 
riellen Blute gemacht und normale Werte gefunden. Bei der Kohlensiure- 
einatmung stiegen sie durch die verstarkte Atemtatigkeit [vgl. Filehne und 
Kionka')| meist etwas an, doch kam auch gelegentlich das Gegenteil vor. 
Die Ausschlige waren nicht groB. Da zudem zuweilen unaufgeklarte Un- 
stimmigkeiten bei den O,-Analysen beobachtet wurden, mu auf eine 
Erérterung der Befunde verzichtet werden. (Auffallend hoch sind die 
O,-Werte bei dem morphinisiertem Tiere in Versuch 15.) 

Ist es nun médglich, die hier im Tierversuch gemachten Beob- 
achtungen auf die Verhiltnisse beim kranken Menschen zu iibertragen / 


1) Pfliigers Arch. f. d. ges. Physiol. 62, 201, 1895. 





2b56’ Blutentnahme 











90) R. Cobet: 


Kénnen wir insbesondere auf Grund der vorstehenden Ergebnis: 
durch Untersuchung der CQO,-Spannung und der Wasserstoffza| 
des Blutes bei Herzkranken dem Wesen der Hochdruckstauung nihe: 
kommen? An und fiir sich ist natiirlich ein derartiges Vorgehen imm« 
eine miBliche Sache, wir haben aber schon gesehen, daB die Kohlen 
siurebindungskurve menschlichen Blutes im wesentlichen auch bein 
Kaninchen anwendbar war. Die Veranderungen im Blute sind als 
wohl vergleichbar, ob das auch fiir die Erregbarkeit der Zentren gilt 
bleibt abzuwarten. Untersuchungen in dieser Richtung sind beal 
sichtigt. 

Straub und Meier!) fanden bei Herzinsuffizienzen die reduziert: 
Wasserstoffzahl normal, die Kohlensiurespannung der Alveolarluft wai 
in einem Teil der Fille auch normal, bei anderen aber abnorm hoch 
Einmal wurde ein Wert von 51,7 mm Hg beobachtet, was eine Herab- 
setzung von py regul. um etwa 0,08 bedeutet. Der Schwellenwert 
fiir die Erregbarkeit des GefaBzentrums (beim Kaninchen) wird 
damit eben erreicht worden sein. Dabei ist noch zu bedenken, dal 
die von Straub und Meier angewandte Haldanesche Methode?*) 
Alveolargasbestimmung bei kardialer Dyspnoe eher zu niedrige Werte 
liefert [vgl. Siebeck*)]. Uber die Blutdruckverhiltnisse der untersuchten 
Kranken sind leider keine Angaben gemacht. 


de! 


In der sogenannten ,,geschlossenen Alveolarluft‘‘ [Methode Plesch*)]|, 
die mit dem Kérpervenenblut im Gleichgewicht steht, beobachteten Porges, 
Leimdérfer und Markovici®) bei dyspnoischen Herzkranken in der Rege! 
eine Herabsetzung der CO,-Spannung, was eher fiir eine Sauerstoffmangel 
dyspnoe sprechen wiirde. Wie sich in diesen Fallen die regulierte Wasser- 
stoffzahl des Arterienblutes verhalten hat, ist schwer zu beurteilen. 

Sollte es sich herausstellen, daB die Erregung der Vasomotoren 
bei der Hochdruckstauung durch eine Anderung der CO,-Spannung 
oder der Wasserstoffzahl des Blutes nicht erklirt werden kann, so 
wiren noch 6rtliche Kreislaufstérungen im Zentrum selbst in Betracht 
zu ziehen. Am Atemzentrum sollen jedenfalls nach Straub und Meier®) 
derartige Verinderungen bei einer bestimmten Form der Dyspnoe 
Nierenkranker eine Rolle spielen. 


Zusammenfassung. 
Es wird ein Verfahren angegeben, mit dem man im Tierversuch 
in einem der Trachea zur Einatmung zugeleiteten Luftstrom durch 


1) D. Arch. f. klin. Med. 125, 477, 1918. 

2) Journ. of Physiol. 82, 225, 1905. 

3) D. Arch. f. klin. Med. 107, 251, 1912. 

4) Zit. nach Porges, Leimdérfer und Markovici. 
5) Zeitschr. f. klin. Med. 77, 446, 1913. 
6) D. Arch. f. klin. Med. 188, 208, 1922. 
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CO,-Spannung und H-Zahl usw. 9] 


|intropfenlassen von Sodalésung in Schwefelsiiure eine Kohlensiure- 
mzentration von bestimmbarer GréBe erzeugen kann. 

Kine durch Kohlensiureeinatmung hervorgebrachte Erhéhung der 
Q,-Spannung und der Wasserstoffionenkonzentration des Arterien- 


lutes bewirkt durch Reizung des Vasomotoren- und des Herzhemmungs- 
zentrums ein Ansteigen des Blutdruckes und eine Pulsverlangsamung. 
(b dabei die Kohlensiurespannung oder die Wasserstoffionenkonzen- 
tration der maBgebende Faktor ist, kann mit C O,-Einatmungsversuchen 
icht entschieden werden. 

Es besteht anscheinend eine einfache Beziehung zwischen den 
\eranderungen des Blutdruckes und denen des regulierten py-Wertes. 

Als Schwellenwert fiir die Erregung des GefaiSzentrums wurde 
bei Kaninchen eine Differenz in den CO,-Spannungen von 10 bis 
15mm Hg baw. eine py-Differenz von knapp 0,1 ermittelt. Die Zahl 
ist also niedriger als die Schwellenwerte, die Fleisch, sowie Atzler und 
Lehmann fiir die periphere GefaiBwirkung (Vasodilatation) der Wasser- 
stoffionen angegeben haben. Das Atemzentrum ist jedoch gegen eine 
Verschiebung der Wasserstoffzahl erheblich empfindlicher als das 


Vasomotorenzentrum. 
Um den Schwellenwert zu erreichen, ist beim Kaninchen ein 
(O,-Gehalt der Einatmungsluft von etwa 5°, und dariiber erforderlich. 
Durch eine kurzdauernde Kohlensiuredyspnoe wird bei aus- 
reichender Sauerstoffzufuhr die reduzierte Wasserstoffzahl des Blutes 
nicht nennenswert geandert. 








Die Ferricyanidmethode zur Blutzuckerbestimmung. II. 


Von 
H. ©. Hagedorn und B, Norman Jensen. 


(Aus dem Privatlaboratorium des Verfassers in Kopenhagen.) 


(Eingegangen am 14. November 1922.) 


Vor kurzer Zeit publizierten wir in dieser Zeitschrift eine Mikro 
methode zur Blutzuckerbestimmung mittels Kaliumferricyanid, sowi: 
auch einige Kontrolluntersuchungen um die Prazision der Method: 
festzustellen. Hier sollen nun weitere Untersuchungen mitgeteil! 
werden, und zwar teils iiber die Genauigkeit der Probenahme, teils 
auch iiber den durch die sogenannte Restreduktion bedingten systema 
tischen Fehler der Resultate. 


Die Probenahme. 

Zum Abmessen des Blutes benutzen wir ausschlieBlich Pipetten 
von 0,lecm, die bis zur Marke eine Lange von 10 bis 12cm bei eine 
Gesamtlinge von etwa 20cm haben. Die Kalibrierung der Pipetten 
wird folgendermafen ausgefiihrt : 

Mit der zu kalibrierenden Pipette wird 0,1 ccm n/10 Kaliumjodat 
lésung abgemessen und in l0ccm Wasser eingetan; nach Zusatz von 
Saure und Kaliumjodid in gewéhnlicher Weise wird das freigemacht« 
Jod mit n/200-Thiosulfatlésung titriert. Ein Teil derselben Jodat 
lésung verdiinnt man dann mittels geeichter MeBgeriite bis auf n/200 unc 
mibt mit ebenfalls geeichter Pipette genau 2ccm ab, die auch in 10cem 
Wasser eingetan und mit derselben Thiosulfatlésung wie frither titriert 
werden. Eine eventuelle Differenz zwischen den beiden Titrierungen 
kann dann, vorausgesetzt, dai die tibrigen MefBgeriite genau waren, 
nur von einem Kaliberfehler der Kapillarpipette und der Unsicherheit 
der Titrierung herriihren, und diese Unsicherheit lit sich durch 
mehrere Wiederholungen der Bestimmung leicht bis auf weniger als 
e%, d.h. bis auf eine GréBe, die vernachlissigt werden kann, 
herabdriicken. 
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Gewohnlich nimmt man das Blut am besten von dem lob. auric. 
\lan macht hier einen etwa 3cm langen Hautschnitt, von welchem 
das Blut spontan oder durch ganz leisen Druck hervorquillt und 
vleich in die Pipette aufgenommen wird. Es ist zu empfehlen, die 
Pipette nach dem Gebrauch gleich auszuspiilen und nach Ausschleudern 
des Wassers hinzustellen. Die zuriickgebliebene Wasserschicht, die, 
wie mehrere Kontrolluntersuchungen lehren, keinen Fehler bedingt, 
erleichtert das Kinsaugen des Blutes, so dai dasselbe durch passende 
Neigung der Pipette allein durch die Schwere erfolgt. 

Als Beispiel der Genauigkeit sei hier eine Reihe von Doppel- 
bestimmungen wiedergegeben, die teils an Normalen, teils auch an 
Diabetikern ausgefiihrt worden sind. 

0,153 0,144 0100 0,098 0,094 0,123 0,107 0,192 0.201 0,134 

0,153 0,146 0,102 0,102 0,096 0,124 0,109 0,196 0,203 0,136 

Zahlreiche Erfahrungen haben iibrigens erwiesen, dai die Ab- 
weichung sehr selten 0,004 °,, iiberschreitet. 

Im Hinblick auf die sogenannten Funktionsproben ist ferner 
untersucht worden, inwiefern das Blut von einem einige Stunden 
alten Schnitt entnommen werden darf, und weiter, ob das Aus- 
pressen des nicht spontan ausstrémenden Blutes den Zuckergehalt 
desselben beeinfluBt. Die Ergebnisse waren die folgenden : 


Glucose Prozent. 





EJ Al BVI All AM BIN 


Das Blut von einem 12 Stunden 

alten Schnitt entnommen. .. 0.083 0.082 0.078 0.100 0.083 | 0.080 
Das Blut mit Gewalt von einem 

minimalen, frischen Schnitt aus- 


gepreBt.. ........ . .. 0,083 0,085 0,076 0,100 0,085 | 0,082 
Das Blut freiwillig von einem fri- 
schen Schnitt ausgestrOmt . . 0.087 0,083 0,074 0.101 0.083 0,085 


Die Restreduktion. 

Bei allen Reduktionsmethoden zur Blutzuckerbestimmung mub 
man darauf aufmerksam sein, daf nicht nur der Zucker, sondern 
auch andere reduzierende Stoffe, z. B. Harnsaure, Kreatinin, im 
Blute vorkommen. Die durch diese Substanzen bedingte Reduktion 
wird gewohnlich die Restreduktion genannt, und es ist zu erwarten, 
daB diese Restreduktion bei verschiedenen Blutproben, je nach Tier- 
gattung und variierenden physiologischen Bedingungen, eine ver- 
schiedene ist. 

Weiter muB man bedenken, daB die Restreduktion sich verschieden 
geltend macht, je nachdem man das eine oder das andere Oxydations- 
mittel fiir die Zuckerbestimmung bzw. verschiedene Fallungsmittel bei 








ee 


94 H. C. Hagedorn u. B. Norman Jensen: 


der EnteiweiBung des Blutes benutzt. Wenn man den Zuck 
gehalt einer Blutprobe mittels verschiedener Methoden_bestin 
mu ein Unterschied, der den Versuchsfehler iiberschreitet, auf ej 
verschiedene Empfindlichkeit der Methoden den restreduzierend 
Substanzen gegeniiber zuriickzufiihren sein. 

Von dieser Betrachtung ausgehend, haben Ege und Rasmussc; 
die Restreduktion bei der von Ege) modifizierten /. Bangsch 
Methode*) und bei der Ferricyanidmethode verglichen und dal 
die Restreduktion etwas gréBer (durcchschnittlich 0,005 °,, als Gluc: 
berechnet) gefunden, wenn sie das Blut von Ochsen oder Kaninch 
verwendeten, wiahrend sie bei der Untersuchung von Menschenbh! 
keinen Unterschied konstatieren konnten. 

Die genannten Autoren haben ferner die relative Empfindli 
keit der beiden Methoden Kreatinin und Harnsaure gegeniiber unt: 
sucht und dieselbe bei der Ferricyanidmethode gréfer als bei du 
Methode Bang-Ege gefunden. (Vielleicht macht sich hier eine Av 
fallung der Harnséiure als Kuprourat geltend; eine solche wiirde da 
Resultat stark beeinflussen. Hge und Rasmussen haben iiber di: 
verwendeten Mengen iibrigens keine Angabe gemacht.) 

Durch sorgfaltige Untersuchungen hat Hge*) nach der Ent 
fernung des Zuckers mittels Garung die Restreduktion der Ban; 
Egeschen Methode gegeniiber zu 0,000 bis 0.008 gefunden, unte: 
normalen Verhiltnissen somit etwas weniger als 5°, der Gesamt- 
reduktion. Hést und Hattlehol®) haben Bangs*), Folin-Wus*) und 
Lewis- Benedicts*) Methode verglichen. Folin-Wus Methode gab dabei 
etwas gréBere Werte als die Methode von Bang, und Benedicts noc! 
groBere Werte, und zwar differierten die mit den verschiedenen 
Methoden gefundenen Resultate mehr bei Menschen mit diabetische: 
Hyperglykimien als bei gesunden. 

Es geht aus den angefiihrten Arbeiten Hye und Rasmussens un 
Host und Hattlehols hervor, dais die Restreduktion des Blutes bei nor 
malen Menschen fiir Bang-Eges Methode, die Ferricyanidmethod: 
und Bang-Hattlehols Methode nicht den Wert 0,01  iiberschreite' 
(Restreduktion als Glucose berechnet). Hést und AHattlehol habe. 
ferner nachgewiesen, da Folin-Wus und besonders Lewis- Benedic/ 


) Hospitalstidende 1919. 

) Diese Zeitschr. 87, 77, 1919. 
) 

) 


3) Zur Mikrobestimmung einiger Blutbestandteile. Wiesbaden 1916 

4) Diese Zeitschr. 107, 229, 1920. 

5) Journ. of biol. chem. 42, 344. 

5) Diese Zeitschr. 86, 264, 1918. 

7) Journ. of biol. chem. 38, 106, 1919. 
) Ebendaselbst 24, 147, 1916. 
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Ferricyanidmethode zur Blutzuckerbestimmung. II. $5 


\lethoden eine viel gréBbere Kestreduktion geben, und zwar, dab 
‘ieselbe bei diabetischen Hyperglykiimien viel gré8er ist als die mit 
n genannten skandinavischen Methoden gefundenen. 

Vielleicht ist die Benennung Rest-,,Reduktion’ nicht ganz zu- 
treffend, insofern sie Lewis-Benedicts Methode angeht, weil es sich 
hier unserer Meinung nach unter Umstiinden, z. B. bei Adrenalin, 
um eine besondere Farbenreaktion handeln kann. 

Die Blutzuckerbestimmungen haben bisher besonders in der Dia- 
hetesforschung Verwendung gefunden, und es ist deshalb von grober 
Bedeutung, zu wissen, inwiefern die sogenannten Acetonkérper redu- 
zierend wirken oder nicht. Fir die Ferricyanidmethode haben wir 
deshalb diese Frage einer speziellen Priifung unterworfen und dabei 
vleichzeitig die reduzierende Wirkung des Kreatinins und der Harn- 
siiure dieser Methode gegeniiber untersucht. 

Zur Untersuchung kamen die folgenden Priparate: 

1. Aceton (rein, von charakteristischen physikalischen Eigen- 
schaften). 

2. Harnsiiure (N nach Kjeldah! bestimmt 33,15 % gegen die be- 
rechneten 33,33 °%, die Reduktionsbestimmung in frisch hergestellter 
schwach alkalischer Lésung ausgefiihrt). 

3. Kreatinin [als Zinksulfatdoppelsalz der Formel 

(C,H, N; 0), H,8 0,, ZnSO,, 8H,O 
entsprechend, 35,91 °, Kreatinin enthaltend, N nach Kjeldahl be 
stimmt 13,27 % gegen die berechneten 13,35 |). 

4. §-Oxy-Buttersiure, nach Wislicenus*) hergestellt, als dl-Na- 
triumsalz untersucht. Das Priparat wurde dreimal aus absolutem 
Alkohol umkristallisiert und bei 105° bis zur Gewichtskonstanz ge- 
trocknet. Der Natriumgehalt wurde zu 18,26 °% gegen die berechneten 
18,24 % ermittelt. 

Die folgende Tabelle zeigt die Resultate der Reduktionsbestimmung : 
die Zahlen geben die der gefundenen Reduktion entsprechenden 
Glucosemengen an. 





Reduktionsvermogen als Reduktionsvermogen als 
Mg. Glucose berechnet Mg. Glucose berechnet 
mg mg 
A 1,0 0 
3-Oxy-Buttersiure . 1,0 0 
ae 0,20 0.116 58 %, 0,40 0,212 53 %, 
a aee 0,25 0,144 58 9%, 0,50 0,235 47 %, 


1) Das Priiparat ist uns liebenswiirdig von Herrn Laboratorienvorstand 
A. C. Andersen iiberlassen worden. 
*) Ann. d. Chem. u. Pharm. 149, 205, 1869. 
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Von 


H. Citron. 


Kaiser Wilhelm-Institut fiir experimentelle Therapie Ber! 


Dahlem.) 


(Eingegangen am 22. November 1922.) 


Mit 2 Abbildungen im Text. 


1. Volumetrische Harnstoffbestimmung in Blut und Serum. 


Will man das Gesamtblut verwenden, so gibt man in die Spritz 


mit welcher man das Blut aspiriert, einige Tropfen einer 20 proz. Kalium 
oxalatlésung. Die Gesamtmenge wird in einem schmalen Mebzylinde: 
abgemessen, in ein Becherglas gegossen und mit dem gleichen Volumen 
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Abb, 1. 


einer 20proz. Trichloressigsiiure versetzt. Ver 
wendet man Serum, so mischt man einfach gleich: 
Mengen Serum und 20proz. Trichloressigsiure 
Man wartet einige Minuten, bis reichliche grob 
Flockung eingetreten filtriert durch 
trockenes Faltenfilter und mi®t einen aliquoten 
Teil des Filtrats in ein zweites Becherglas. 20 cen 
Filtrat entsprechen 10 ccm Blut bzw. Serum. Dir 
Bestimmung wird ausgefiihrt in einem Apparat 
den ich Volumeter nennen will. Er besteht, wi 
die Abb. 1 zeigt, aus einem U-férmig gestalteten 
Unterteil, dessen einer Schenkel eine in 4/,9.ccem 
geteilte MeBrohre darstellt, wihrend der kommu 
nizierende weitere Teil ungraduiert ist. Er wird 
so weit mit Glycerin gefillt, daB dasselbe bis zum 
O-Punkt der MeGréhre reicht. Da das Glyceri 
beim Arbeiten mit dem Apparat mit keiner andere: 
Fliissigkeit oder Substanzin Beriithrung kommt, hil! 


ist , ein 


sich die Fiillung unbegrenzt, ohne der Erneuerung zu bediirfen. Im Hal» 
des weiten U-Schenkels befindet sich ein Gummistopfen mit einfache) 
Bohrung, durch welche ein unten kurz endigendes, oben in den Zersetzungs 


raum leitendes Glasrohr gefihrt ist. 


Der Zersetzungsraum ist ein kege! 


férmiges GefiB von etwa 50 com Fassungsraum, das durch einen weiten 
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in der Mitte durchbohrten Gummistopfen verschlossen wird. Das in den 
Zersetzungsraum fiihrende, in diesen eingeschmolzene Glasrobr miindet 
frei dicht unter dem oberen Stopfen. In der Bohrung des letzteren 
steckt ein Glasstépsel mit doppelter Bohrung!). Derselbe ist dazu be- 
stimmt, die beim Aufsetzen des Stopfens verdringte Luft entweichen 
zu lassen. Man arbeitet folgendermaBen: Das wie oben beschrieben 
enteiweiBte Filtrat wird mit einem Tropfen Phenolphthaleinlésung ver- 
setzt und vorsichtig 40 proz. Natronlauge bis zur beginnenden Rot- 
firbung, dann noch 2ccm Natronlauge hinzugefiigt. _Nachdem man 
das Gemisch in zimmerwarmem Wasser auf Zimmertemperatur gekiihlt 
hat, gieBt man die Flissigkeit mittels eines Trichters quantitativ in den 
Zersetzungsraum, fiillt das beigegebene Schiittelglischen mit frisch 
bereiteter Bromlauge, faBt es mit einem Haken am Biigel, taucht es 
zunichst bis fast zum Rande in destilliertes Wasser, stellt es aufrecht 
in den Zersetzungsraum, setzt vorsichtig, ohne den Apparat zu er- 
schiittern, den Stopfen auf, 1aBt die Luft entweichen und dreht dann 
den Glasstépsel ab. Nun faBt man den ganzen Apparat am FuB, und 
zwar so, daB man nur den mit Glycerin gefiillten, nicht den lufthaltigen 
Abschnitt umgreift, und schiittelt kraftig. Das umfallende Glischen 
bewirkt sofort eine Zersetzung des Harnstoffs, die sich durch Gas- 
entwicklung im Zersetzungsraum und Steigen des Glycerins in der 
MeBréhre kundgibt. Nach einer Minute gelinden Schiittelns stellt man 
den Apparat in ein weites Glas mit zimmerwarmem Wasser, dessen 
Niveau etwa 1 Finger hoch iiber den oberen Fliissigkeitsspiegel des 
Reaktionsgemisch stehen muB, und liest nach 10 Minuten das Niveau 
des Glycerins in der MeBréhre ab. Die Berechnung des Harnstoffs 
findet in der Weise statt, daB man vom Titer einer bekannten Harn- 
stofflésung ausgeht. Man bringt in einem Vorversuch 10 ccm einer 
0,2 proz. Harnstofflésung zur Zersetzung und bestimmt, wieviel Kubik- 
zentimeter Stickstoff aus 20mg Harnstoff gebildet werden. Die 
Methode, die sehr bequem und leicht ausfiihrbar ist, hat verschiedene 
Vorteile. 1. werden alle Fehler, die durch Verschiedenheiten der Brom- 
lauge entstehen kénnen, ausgeschaltet; 2. arbeitet man vollkommen 
unabhingig von Temperatur und Barometerdruck; 3. bleiben Unter- 
schiede infolge kleiner Differenzen in der GréBe des Apparates ohne 
tinfluB auf das relative Verhaltnis. Um das Gesagte an einem Beispiel 
zu erliutern, mége der Vorversuch ergeben haben, daB 10 ccm der 
4,2 proz. Harnstofflésung, also 20 mg Harnstoff, 5ccm Gas geliefert 
haben. Das Serum lieferte 2,5 ccm Stickstoff, demnach enthielt die 
verwendete Serum- bzw. Blutmenge 10 mg Harnstoff. Also sind bei 
Verwendung von 20 ccm Filtrat, entsprechend 10 cem Blut bzw. Serum 


1) Fehlt in der Abbildung. 
Biochemische Zeitschrift Band 137. 7 
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in 100cem 100mg Harnstoff enthalten. ,Uber die Herstellung de: 
Bromlauge mittels meiner Thermopipette habe ich schon an andere) 
Stelle berichtet. Die Thermopipette besteht, um es noch einmal kurz 
zu erwahnen, aus einer kleinen Glaskugel, die oben durch einen Gummi 
stopfen verschlossen wird, nach unten in einen Hahn und an diesen 
anschlieBend eine graduierte Pipette ausliuft. Man bringt in ein Beche1 
glas 25cem 40 proz. Natronlauge, erwirmt bei geéffnetem Hahn di: 
Kugel kurze Zeit iiber kleiner Flamme, schlieBt den Hahn, laBt etwa 
1 Minute abkiithlen und taucht die Pipette in die Bromflasche. Offnet 
man jetzt den Hahn, so steigt das Brom auf; ist es bis zur Marke 3 ge- 
langt, so schlieBt man den Hahn wieder, bringt die Pipette schnell in 
die Natronlauge und laBt bei gedffnetem Stopfen und Hahn das Brom 
auslaufen. Nachdem man durch Schiitteln des Becherglases alles Brom 
in Lésung gebracht hat, gieBt man die Fliissigkeit in ein weites Reagenz- 
glas und laBt im zimmerwarmem Wasser erkalten. Selbstverstandlich 
kann man Methode und Apparat auch fiir den Harn verwenden. In 
diesem Falle nimmt man 1 ccm Harn, verdiinnt mit 15 cem destillierten 
Wassers und 2 cem Natronlauge und verfahrt im iibrigen wie oben be- 
schrieben. Uber die Verwendung der Methode fiir den Mageninhalt soll 
gleich berichtet werden. 


2. Uber quantitative Bestimmung des niichternen Mageninhalts. 


Wir gehen von folgender Uberlegung aus: Fiihren wir in den Magen 
eine kérperfremde, innerhalb etwa 2 Minuten weder die Magensekretion 
anregende, noch durch den Magensaft selbst angreifbare geléste Substanz 
cin, und hebern sofort den Magen aus, so sind folgende Méglichkeiten 
vorhanden: 1. Mageninhalt und getrunkene Fliissigkeit mischen sich 
volistandig; 2. Von der getrunkenen Fliissigkeit befindet sich ein Teil 


noch unvermischt oberhalb des Magenspiegels, und es wird von ihr mehr 
entleert als dem quantitativen Mischungsverhiltnis entspricht. 3. Der 


Magenschlauch dringt durch die tiberstehende Fliissigkeit hindurch in 
den eigentlichen Mageninhalt, und es wird mehr reiner Mageninhalt 
entleert als dem Mischungsverhiltnis entspricht; 4. Es ist tiberhaupt 
kein niichterner Inhalt vorhanden. Welche Folgerungen ergeben sich 
aus diesen Médglichkeiten? In Fall 1 ist die getrunkene Filiissigkeit 
genau im Verhaltnis zum vorhandenen niichternen Inhalt (N. I.) 
verdiinnt; die Ermittlung der im Ausgeheberten noch enthaltenen 
kérperfremden Substanz ergibt auf Grund einer einfachen Berechnung 
die stattgehabte Verdiinnung und hieraus N.I. In Fall 2 wird mehr 
kérperfremde Substanz zuriickgewonnen als dem _ Verdiinnungs- 
quotienten entspricht. Der Wert fiir N. I. fallt somit etwas zu niedrig 
aus. Fall 3 ist der unwahrscheinlichste und diirfte praktisch kaum 
eintreten. Er wiirde an und fiir sich zu hohe Werte fiir N. I. liefern, 
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kann aber andererseits nur dann eintreten, wenn tiberhaupt niichterner 
Mageninhalt vorhanden ist. In Fall 4 wird die getrunkene Substanz im 
urspriinglichen Verhaltnis zuriickgewonnen. Das Verfahren wird uns 
also in jedem Falle dariiber sicheren AufschluB geben, ob N. 1. vorhanden 
ist oder nicht. Im allgemeinen werden die erzielten Werte entweder 
direkte Ubereinstimmung oder etwas niedrigere Zahlen, als dem wirk- 
lichen N. I. entspricht, ergeben, abgesehen von dem nicht sehr wahr- 
scheinlichen Fall 3, der aber nur eintreten kann, wenn meBbare Quanti- 
titen N. I. vorhanden sind; jedenfalls ist es ausgeschlossen, dab 
niichterner Inhalt angezeigt wird, wo solcher nicht vorhanden ist. Was 
die Einzelheiten des Verfahrens anlangt, so benutze ich als Trink- 
flissigkeit eine 5 proz. Harnstofflésung unter Zusatz von 10g Rohr- 
zucker. 80ccem werden getrunken, ein Rest zur Kontrollbestimmung 
zuriickbehalten. Fiir die Ausheberung benutze ich einen Flaschen- 
apparat, der folgendermaBen eingerichtet ist: Eine Zweiliterflasche ist 
mit einem doppelt durchbohrten Stopfen versehen, durch dessen eine 
Bohrung ein Rohr bis auf den Boden der Flasche geht. Die andere fiihrt 
ein kurz endendes Knierohr, das sich zu einer Glaskugel erweitert, die 
wiederum in einem kurzen Stutzen ausliuft. An letzterem befindet sich 
unter Zwischenschaltung eines Stiick Gummischlauches und eines Glas- 
rohres die Magensonde. Das auf den Boden der Flasche gehende Rohr 
ist mit einem Irrigator verbunden. Beim Gebrauch wird zuniachst durch 
Erheben des Irrigators die Flasche bis dicht an die Miindung des kurzen 
Rohres gefillt. Falls man iiber eine Assistenz verfiigt, so laBt man, 
wihrend man den Magenschlauch einfiihrt, den Irrigator tief senken, 
worauf der Mageninhalt sofort in den Schlauch und in die Glaskugel 
flie8t. Arbeitet man allein, so stellt man, nachdem man die Flasche 
gefiillt hat, den Irrigator auf den Boden und komprimiert den Magen- 
schlauch, wihrend man ihn einfiihrt, zunachst mit Daumen und Zeige- 
finger. Der aspirierte Mageninhalt lit sich durch Erheben des Irri- 
gators aus der Glaskugel und dem Schlauch leicht in ein Becherglas 
entleeren. Der Vorteil der Methode vor der iiblichen Ballonaspiration 
scheint mir darin zu liegen, daB man vom ersten Augenblick der Ein- 
fiihrung an unter negativem Druck arbeitet. Da man in der Regel nicht 
weiB, wann man sich im Niveau der Fliissigkeit befindet, so erscheint 
mir diese automatische Art der Aspiration, die sich im iibrigen in 
schonendster Weise vollzieht, von Vorteil zu sein. Nachdem man die 
aspirierte Flissigkeit durch Erheben des Irrigators in ein Becherglas 
gedriickt hat, filtriert bzw. zentrifugiert man dieselbe, setzt je 2 ccm 
des ausgeheberten N. I. sowie des Restes der getrunkenen Losung mit 
50cem destilliertem Wasser an und entnimmt je l0cem zur volu- 
metrischen Harnstoffbestimmung. Eine Kontrollbestimmung mit 
bekannter Harnstofflésung eriibrigt sich, da es ja nur auf das Mengen- 
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verhaltnis zwischen dem Harnstoffgehalt der getrunkenen und «. 
ausgeheberten Flissigkeit ankommt. Die Berechnung von N.I. a 
den erhaltenen Stickstoffwerten erfolgt nach folgender Uberlegun: 
Getrunken wurden 80 cem der Harnstofflésung; im Magen befindet si: 


N. I. Kubikzentimeter, der Harnstoffgehalt der getrunkenen Lésuny 


sei H., der der ausgeheberten Flissigkeit H,.N.I. ist harnstoffr: 
hieraus folfgt 80 x H + (N.1.).O = (80+ N.1.) x H,. Also N. | 
80 x (H — H,) 


H oder, da die gefundenen Stickstoffwerte V und \, 
1 


sich proportional den Harnstoffwerten verhalten, N. I. \ 
Als Ergebnis zahlreicher nach dieser Methode angestellter Unter 
suchungen fand sich die Tatsache, daB niichterner Inhalt so gut wie niv 
fehlt auch bei anscheinend sonst vdéllig normalem Chemismus und 
normaler Motilitat. Die Mengen betrugen 10 bis 150 ccm. In zwei Fallen 
von Pylorus-Stenose wurden Werte von 600 bis 800 ccm fiir N. I. erhalten 
Falle von niichterner Hypersekretion sind meines Erachtens nicht dabei 
gewesen. Uber alimentaire Hypersekretion kann die Methode keinen 
Aufschlu8 geben, da die Harnstofflésung nicht safttreibend wirkt. Es 
wiire aber zu empfehlen, die Harnstofflésung im AnschluB — etwa 
25 Minuten nach einem Alkoholfriihstiick — trinken zu lassen. Freilich 
miiBbte man auf eine quantitative Siurebestimmung hierbei verzichten 
Dies gilt natiirlich auch fiir den nach meiner Methode gewonnenen 
niichternen Inhalt. Dagegen laBt sich sehr wohl eine qualitative Unter- 
suchung auf freie Salzsiure anstellen. Die gewéhnlichen Methoden 
Kongopapier, Methylorange, Giinzburg sind in der Regel nicht 
empfindlich genug. Sehr viel feiner fand ich eine Schichtprobe mit 
Kongolésung, indem man 10 Tropfen einer alkoholischen klarfiltrierten 
Kongolésung mit 0,5 cem Magensaft unterschichtet. Hierbei erzielt man 
bei einer 10-3 n-Salzsiure noch einen deutlichen schwarzblauen Ring. 
Sehr zu empfehlen, wenn auch etwas umstindlicher, ist der Salzsiure- 
nachweis mittels Inversion. Ich habe zu diesem Zweck der Harnstoff- 
lésung etwas Rohrzucker zugesetzt. Man stellt 5ccm Mageninhalt 
auf 4 Stunden in den Brutschrank und gibt als Kontrolle eine zweite 
Probe Mageninhalt mit Zusatz einiger Tropfen 10proz. Natriumacetat- 
lésung dazu. Nach 4 Stunden fiigt man beiden Roéhren 2 bis 3 ccm 
Fehlingscher Lésung zu und stellt sie aufs neue etwa 1 Stunde in den 
Brutschrank, Eintritt von Reduktion in der ersten Réhre bei Ausbleiben 
der Reduktion in der zweiten Roéhre beweist, daB freie Salzsiiure vor- 
handen ist. Bleibt die Reduktion in beiden Réhren aus, so fehlt 
freie Salzsiure. Zeigt Rohre 2 Reduktion, so ist der Versuch un- 
brauchbar. 


80(V —V, 














nd « 
I. a 


eguny 
let sk 


Losuny 


toffre 
» Nj 


ind \, 


hi V, 


1 

Unte1 
vie nis 
$3 und 
Fallen 
alten 
dabei 
c<einen 
t. Es 
etwa 
reilich 
shten 
nenen 
Inter- 
10den 
nicht 
> mit 
erten 
man 
Ring 
Aure- 
stoff- 
nhalt 
veite 
etat- 
ecm 
den 
iben 
vor- 
fehlt 


un- 











Verschiedene chemisch-klinische Methoden. 101 


8. Zum Destillierverfahren beim Kjeldahl und Mikrokjeldahl. 

Schon Bang hat auf die groBen Vorteile der Ammoniakdestillation 
im Wasserdampf hingewiesen, doch ist die von ihm angegebene Apparatur 
sehr voluminés und umstiindlich. Viel einfacher und nach meinen 
Erfahrungen durchaus leistungsfihig ist folgendes Verfahren: Auf 
einem Erlenmeyerkolben von etwa 1 Liter Inhalt ist mittels eines 
durchbohrten Gummistopfens ein weites Glasrohr befestigt, das mit 
einem seitlichen Rohr versehen ist. In dem Glasrohr steckt luftdicht 
verbunden eine unten blind auslaufende 
Glaskugel, in welche ein seitliches, bis 
auf den Boden reichendes Glasrohr ein- 
geschmolzen ist. Dieses seitliche Rohr 
ist durch einen Gummischlauch mit dem 
erst erwahnten Seitenrohr verbunden und 
besitzt ein verschlieBbares T-Stiick. Die 
Glaskugel ist ferner mit einem seitlichen 
verschlieBbaren Einfiilltubus und oben mit 
einem Helm versehen, aus welchem ein 
im Helm bogenférmig miindendes Knie- 
rohr zur Vorlage fiihrt. Letztere besteht 
aus einer unten zylindrisch auslaufenden 
Glaskugel, die sich bequem auf einem 
Zylinder oder Ring unterbringen laBt. Der 
zylindrische Raum der Glaskugel dient 
zur Aufnahme eines weiten Reagensglases 
fiir die vorzulegende Fliissigkeit, die 
Kugel wird mit kaltem Wasser gefiillt. 
Empfehlenswert, aber nicht unbedingt 
notwendig, ist die Einschaltung eines in 
eine feine Kapillare auslaufendenT-Stiickes 
in das Knierohr. — Die aufgeschlossene 
schwefelsaure Lésung wird mit der gleichen 
Menge destillierten Wassers verdiinnt und, 
mit einem Tropfen Lackmustinktur angefarbt, mit starker Natronlauge bis 





zur eben beginnenden Blaufarbung, dann sofort mit 25°, Schwefelsiure 
bis zur ersten Rotfirbung versetzt. Im Erlmeyerkolben befindet sich 
heiBes Wasser, das bei kleiner Flamme dicht unter der Siedetemperatur 
gehalten wird. Die Glaskugel enthilt 20cem 40proz. Natronlauge. 
In der Vorlage befindet sich die erforderliche Menge titrierter Schwefel- 
siure. Das T-Stiick am Dampfentwickler ist geéffnet, das am Knierohr 
geschlossen. Nun gieBt man mittelsteines Trichtersdie Kjeldahlfliissigkeit 
rasch ein, spiilt mit 1 cem destillierten Wassers nach, verschlieBt 
schnell den Einfiilltubus, dreht die Flamme hoch und komprimiert den 
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queren Schenkel des T-Stiickes mit dem Finger. Steigt die Flissigk: 
aus der Glaskugel zuriick, so laBt man den Schlauch zunichst | 
und versucht nach einigen Sekunden abermals, ob bereits Luft in di 
Kugel tritt. Sobald dies der Fall ist, also positiver Druck vorhanden i: 
schlieBt man das T-Stiick des Dampfentwicklers mit dem Quetschhah: 
Die Destillation vollzieht sich nunmehr ganz gerauschlos ohne Schiume) 
und StoBen und ist in der Regel nach 15 Minuten beendet. Will man siche: 
gehen, so halt man vor die Kapillare des zur Vorlage fiihrenden Rohres ein 
Stiick angefeuchtetes rotes Lackmuspapier und 6ffnet den Quetschhahn 
einen Moment. Die Destillation ist beendet, wenn das Papier sich nicht 
mehr blau farbt. Nun stellt man die Vorlage so tief, daB das Rohr nicht 
mehr eintaucht, wischt eine Minute mit Dampf aus und spiilt den unteren 
Teil des Rohres mit destilliertem Wasser ab. Nach erfolgter Abkiihlung 
wird titriert. Fir den gewohnlichen Kjeldahl geniigt n/20-Natronlaug: 
mit Cochenille als Indikator. Fiir den Mikrokjeldahl eignet sich erheblich 
besser, weil bedeutend empfindlicher, die jodometrische Bestimmung 
Man fiigt zur Vorlage 1 cem einer 20 proz. Kaliumjodidlésung und 0,5 ccm 
einer 5proz. Kaliumjodatlésung und titriert mit n/100-Thiosulfat 
losung bis zur Hellgelbfarbung. Dann fiigt man noch | bis 2 Tropfen 
Jodatlésung zu und beobachtet, ob die Fliissigkeit sich starker fiarbt 
Ist dies der Fall, so titriert man weiter bis zur Hellgelbfarbung und 
priift abermals, bis keine Farbeninderung mehr eintritt. Dann giel)t 
man etwa den dritten Teil der Fliissigkeit in ein zweites Glas, fiigt 
dem Rest einen Tropfen filtrierter Starkelésung zu und titriert aut 
farblos. Dann setzt man den abgegossenen Fliissigkeitsrest zu und titriert 
nunmehr Tropfen fiir Tropfen bis zur Entfairbung, die mindestens 
1 Minute bestehen bleiben muB. Was die Berechnung betrifft, so ent- 
sprechen 100 ccm n/100 Schwefelsiure 14 mg Stickstoff. Hat man 
z. B. zur Titration 3,5cem Thiosulfatlésung verbraucht, wahrend 
10 cem n/100 Schwefelsiure vorgelegt waren, so sind 6,5ccm det 
letzteren gebunden entsprechend 0,91 mg N. 


4. Uber den Nachweis und die Bestimmung des Acetons im Harn. 

Der Nachweis von Aceton laBt sich exakt nur im Harndestillat 
erbringen. Fiir die quantitative Bestimmung gilt diese Forderung in 
noch héherem Mafe. Der Einwand, daf bei langerem Erhitzen aus 
Kohlehydraten Aceton gebildet wird, trifft nur da zu, wo eine starker 
Konzentration durch Einkochen stattfindet. Letzteres ist durch geeignet: 
Versuchsanordnung leicht zu umgehen. Fiir den qualitativen Nachwei- 
des Acetons verwende ich einen Destillierapparat, der sehr kompendié- 
und leistungsfihig ist. Dieser unter dem Namen Mikrodestillato: 
bereits von mir beschriebene Apparat besteht aus einer hohlen Glaskuge! 
von etwa 150 ccm, die nach unten in einen blind endigenden Fortsatz 
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auslauft, an welchem ein kreisrundes Glasschiffchen angeblasen ist. 
Die Glaskugel ruht auf einem Becherglase von etwa 500 cem, das so 
hoch ist, daB das Schiffchen sich etwa 10 cm iiber dem im Becherglase 
befindlichen Harn (50 cem) befindet. Man stellt das Becherglas auf 
etwa 10 Minuten in ein schwach siedendes Wasserbad, entfernt die 
Flamme, erneuert mittels einer einfachen Hebervorrichtung, einem 
stumpfwinklig abgebogenen Knierohr, das Kiihlwasser und laBt das 
Glas noch etwa 10 Minuten in heiBem Wasser stehen. Das Kondens- 
wasser, das sich inzwischen im Schiffchén angesammelt hat, wird mit 
einer Pipette entnommen. In einem kleinen Becherglas mischt man 
etwa 2 cem einer Jodjodkaliumlésung mit einigen Tropfen Natronlauge 
bis eben zur Entfairbung und gibt 1 cem Kondenswasser hinzu. Noch 
bei einer Verdiinnung von 1:50000 erzielt man deutlichen Jodoform- 
geruch; bei starkerer Acidose fallen dicke weiblich-gelbe Jodoformwolken 
aus. Ich finde, daB die Probe, in dieser Form angestellt, alle anderen 
Acetonproben bei weitem iibertrifft. 

Fiir die quantitative Bestimmung des Acetons verwende ich die 
Phenylhydrazinmethode in Verbindung mit dem von mir an anderer 
Stelle (siehe unter 3) beschriebenen Dampfdestillierapparat. 

Die Phenylhydrazinmethode') beruht auf folgendem Vorgang: 
Bei Behandlung von Phenylhydrazin mit alkalischer Kupferlésung 
werden aus dem salzsauren Phenylhydrazin (CgH;NH.NH,.HCl) 
die beiden N-Atome abgespalten. Hat man die Phenylhydrazinlésung 
zuvor mit Aceton behandelt, so entsteht Phenylhydrazinaceton, das 
mit Kupferlésung keinen Stickstoff mehr liefert. Da Phenylhydrazin 
und Aceton sich wie 1:1 verbinden, so werden fiir jedes Molekiil Aceton 
2 Atome N weniger geliefert, also auf CH,.CO.CH, — 58,2 N — 28 mg 
Nach entsprechender Umrechnung ergibt sich, daB jedes N bei 0° 
und 760mm 2,68 mg Aceton entspricht. Theoretisch wiire das Ver- 
haltnis 1: 2,61, doch wird erfahrungsgemaB etwas weniger N geliefert, als 
der Formel entspricht. Fiir jede Acetonbestimmung ist somit 
erforderlich: 1. Bestimmung des von einer genauen Phenalhydrazin- 
menge bei der Zersetzung mit Cu gelieferten Stickstoffs. 2. Bestimmung 
des Stickstoffs an einer gleichen Phenylhydrazinmenge, in welche 
Aceton eingeleitet worden war. Die Differenz beider Stickstoffvolumina, 
auf 0° und 760mm reduziert und mit 2,68 multipliziert, ergibt den 
Acetonwert der der Destillation unterworfenen Fliissigkeitsmenge in 
Milligramme. Erforderliche Lésungen: 1. Phenylhydrazinlésung, 0,5 g 
reines salzsaures Phenylhydrazin und 5g essigsaures Natron werden 
in 25ccm heiBem Wasser gelést, filtriert und auf Zimmertemperatur 
abgekiihlt. Die Lésung ist nur fiir den Herstellungstag brauchbar. 


1) C. Neuberg, Der Harn, S§. 306. 
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2. Alkalische Seignettesalzlésung, 40 g Natronhydrat und 30g Seignette 
salz werden in 100 ccm Wasser gelést. 3. Die Kupferlésung: eine kal: 
gesiittigte Kupfersulfatlésung (s. w. u.). 

Als Vorlage dient die bereits erwihnte Glaskugel, in welcher sic}: 
5cem einer frisch bereiteten Phenylhydrazinlésung und Natriumacetat 
losung befinden. 

Fir die Zersetzung kann das unter 1. beschriebene Volumete: 
ohne weitere Verinderung benutzt werden. Zur Vorbestimmung de: 
Phenylhydrazinlésung werden 5 ccm derselben mit 15 cem destillierten 
Wassers und 10 ccm der Lésung 2 gemischt, auf Zimmertemperatu: 
abgekiihlt und in den Zersetzungsraum gebracht. Das Schiittelglas 
fiillt man zur einen Halfte mit feingepulvertem Kupfersulfat, zur anderen 
mit der Lésung 3. Einbringung und Einstellung geschieht wie bei der 
Harnstoffbestimmung angegeben., Die Zersetzung erfolgt nicht so 
schnell wie bei letzterer; man schiittelt zunichst etwa eine Minute 
und stellt dann, unter fortwaihrendem weiteren Schiitteln etwa alle 
20 Sekunden fest, ob das Niveau sich noch andert. Bleibt es bei drei 
aufeinander folgenden Ablesungen unverindert, so stellt man das 
Volumeter in das Kiihlgefi® und liest nach 5 Minuten ab. — Die Iso- 
lierung des Acetons aus dem Harn erfolgt im Vaporisator. Man 
bringt 5cem Phenylhydrazinlésung in ein Reagensglas und stellt es 
in die mit kaltem Wasser gefiillte Glaskugel. In die Destillierkugel 
kommen 50 ccm Harn. Man destilliert etwa 20 Minuten, vom Kochen 
im Dampfentwickler an gerechnet. Bei stiirkerem Acetongehalt tritt 
in der Vorlage eine Triibung auf, die sich bei langerem Destillieren 
wieder lést. Das Destillat wird, falls es weniger als 25 ccm betragen 
sollte, auf dieses Volumen aufgefiillt und genau so behandelt wie die 
reine Phenylhydrazinlésung. Die Differenz der Stickstoffvolumina in 
Bestimmung | und 2 ergeben, auf 0° und 760 ccm reduziert und mit 
2,68 multipliziert, den Acetongehalt in Milligrammen. Einfacher und 
mit einer fiir klinische Zwecke ausreichenden Genauigkeit liBt sich 
der Acetongehalt nach folgender Formel berechnen: Hat man 50 ccm 
Harn der Destillation unterworfen und bezeichnet man die Differenz 
der Stickstoffvolumina mit D, die Temperatur des Kiihlwassers mit T, 
so ist A 1000 — Acetongehalt eines Liters Harn — D (26 g — T).0,2. 
Samtliche hier beschriebene Methoden sind in umfangreichen Versuchs- 
reihen gepriift und brauchbar befunden worden, so da ich glaube, 
dieselben zur klinischen Verwendung empfehlen zu k6nenn. 
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Weitere Untersuchungen 
zur Erforschung der sogenannten Avitaminose. 


Von 
Ryozi Tazawa. 
(Aus dem pharmakologischen Institut der Universitat Bern.) 
(Eingegangen am 10. Dezember 1922.) 
Mit 6 Abbildungen im Text. 


Die hier wiedergegebenen Versuchsresultate stellen eine Fort- 
setzung meiner friiheren Arbeit iiber die Avitaminosen') dar und 
scheinen geeignet, unsere Einsicht in das Wesen dieser Krankheit etwas 
zu erweitern. 

Ich habe zuniichst eine Anzahl avitaminotisch gemachte Tiere 
mit verschiedenen Medikamenten behandelt, um zu sehen, ob sich auf 
diese Weise ein Einflu8 auf die Krankheitserscheinungen gewinnen 
lieBe. Ich lasse hier einige Angaben iiber die gewonnenen Ergebnisse 
folgen: 

Bei einem mit poliertem Reis gefiitterten Kaninchen beobachtete 
ich zufallig, daB das Kérpergewicht nach Injektion verschiedener 
Organextrakte allmahlich zunahm. Die gesamte Vermehrung desselben 
betrug in 17 Tagen 116g. Das trat ganz allmahlich durch tagliche 
geringfiigige Zunahme ein. Gegen das Ende des Versuchs erfolgte 
aber eine rasche Gewichtsabnahme und das Tier ging ein. AuSerdem 
beobachtete ich, daB das Kaninchen nach jeder Injektion etwas munterer 
schien. Diese Beobachtung verdient um so mehr beachtet zu werden, 
als sonst alle Tiere bei Fiitterung mit poliertem Reis immer mehr ab- 
magern und herunterkommen. Ich habe in diesem Falle die Injektionen 
leider nicht weiter fortgesetzt. Ich gab dem Kaninchen zuerst Supra- 
renium hydrochloricum 0,5 cem, dann Pituglandol und Thyreoglandol 
je 3 Ampullen, d. h. je 3,0 ccm durch Injektion in die Ohrvenen. Von 
den bei diesem Tiere verwendeten Organpriparaten schien namentlich 
das Pituglandol wirksam zu sein. Dementsprechend untersuchte ich 
zunichst die Wirkung dieser Substanz durch einseitige Ernahrung an 
krankgemachten Tauben. Bei vier Fillen erzielte ich einen ausgezeich- 


1) Tazawa, Zeitschr. f. exper. Path. u. Therap. 17, 1914. 
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neten Erfolg. Bei dem einen konnte ich sogar im Verlauf der Krankh: 
dreimal einen giinstigen EinfluB erzielen. 

Taube Nr. 1. Deutlicher Anfall von Krimpfen etwas vor 11 U 
vormittags. 11,30 Uhr Injektion von 0,5 cem Pituglandol in den Brus 
muskel. 12,30 Uhr noch keine Besserung. 2,15 Uhr vollstandige Erholun; 
Das Tier sitzt ruhig im Kiafig. Am niachsten Tage zeigt sie nur noch ganz 
selten die Tendenz, den Kopf hintiiber zu ziehen. Neue Injektion vor 
0,5 cem Pituglandol. Weitere Besserung. Das Tier friBt und trinkt wieder 
und lebt noch 10 Tage. 

Taube Nr. 14.  Deutliche Lahmungserscheinungen in den unteren 
Extremitaten werden nach Injektion von 0,5 cem Pituglandol in den Brust 
muskel nach einigen Tagen allmahlich gebessert. Das Tier wird weiter 
12 Tage mit poliertem Reis gefiittert. Dann treten plétzlich wieder mot 
rische Reizerscheinungen ein. Neue Injektion von 0,5 cem Pituglando! 
intravenés mit sichtlicher Besserung. Nach 3 Tagen neue Anfialle von 
Reizerscheinungen. Eine nochmalige Injektion von 1 cem _ Pituglando! 
hat ausgezeichnete Wirkung. Das Tier ging dann nach weiteren 6 Tagen ein. 

Taube Nr. 19. Als das Tier zum erstenmal Kraimpfe hatte, wurden 
0,4cem Pituglandol, dazu eine ganz minimale Menge von Suprarenium 
hydrochloricum und 0,6cem Thyreoglandol intramuskulir eingespritzt ; 
aber eine Heilung trat nicht ein. Dann wurde am niachsten Tage wieder 
0,5 cem Pituglandol in die V. jugularis injiziert. Die Taube erholte sich 
daraufhin allmiahlich und schien geheilt. Sie blieb danach noch 10 Tage 
lang bei fortgesetzter Fiitterung mit poliertem Reis am Leben. 

Taube Nr. 20. Als sich typische Kriampfe einstellten, wurde am Abend 
der Inhalt einer Ampulle Pituglandol in den Brustmuskel injiziert. Am 
nichsten Tage waren die Anfialle viel weniger haufig und heftig, doch 
blieben sie nicht ganz aus. Es wurde daher am Mittag wieder 1,0 cem 
Pituglandol intramuskular injiziert und am Abend sowie am _ niachsten 
Morgen nochmals je 0,5 cem. Die abnormen Bewegungen wurden allmiahlich 
ganz beseitigt. Die Taube ging jedoch am dritten Abend aus unbekannter 
Ursache plotzlich ein. 

Noch in einigen anderen Fallen konnten wir die giinstige Wirkung 
von Pituglandol gegen die motorische Reizerscheinung konstatieren ; 
die Tauben fraBen und tranken wieder und blieben ungefaihr 10 Tage 
am Leben. In einem Falle wurden auch die Laihmungserscheinungen 
in den Beinen beseitigt. 

Bei Taube Nr. 1 erinnerte die prompte Wirkung fast an diejenige 
des Reiskleieextraktes; in der Regel wirkt aber das Pituglandol lang- 
samer. Auch traten Riickfaille viel hiufiger ein als bei Behandlung 
mit Reiskleie. 

Ich muB indessen betonen, daB in einzelnen Fallen (fiinf) mit Pitu- 
glandol kein giinstiger Erfolg zu erzielen war. Man muB natiirlich in 
Betracht ziehen, daB man auch bei Behandlung mit Reiskleieextrakt 
nicht mit einer sicheren Wirkung rechnen kann, wenn die allgemeine 
Schwiche schon weit vorgeschritten ist. In zwei von den fiinf oben 
genannten Fillen hatte man aber Gelegenheit, den Verlauf bis zum 
Tode einige Tage lang zu beobachten, waihrend wiederholt Pituglandol- 
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injektionen gemacht wurden. Hier blieb das Pituglandol wahrscheinlich 
ohne EinfluB. 

AuBer diesen verhiltnismaiBig einfach als positiv oder negativ zu 
hezeichnenden Resultaten habe ich noch einige schwerer zu beurteilende 
erhalten. Bei vier Fallen hatte ich nur den Eindruck, als ob die Kriampfe 
nach Behandlung mit Pituglandol eine Zeitlang etwas geringfiigiger 
wirden. Doch war die Reizerscheinung nicht ganz zu _ beseitigen. 

fine Taube starb sofort nach der Injektion. Hier schien das Pitu- 
glandol schadlich gewirkt zu haben. 

Den beschriebenen Beobachtungen nach hat Pituglandol hiufig 
eine giinstige, manchmal sogar ausgezeichnete Wirkung gegen Avita- 
minose. Im Vergleich zu Reiskleieextrakt wirkte es aber unsicherer 
und langsamer. Es ist aber nicht ganz ausgeschlossen, daf} ich in diesen 
Fillen Pituglandol in zu kleinen Dosen verwendet habe. 

Cooper, Schaumann u. a. haben die vorbeugende und _heilende 
Wirkung von verschiedenen Organen und Organpriiparaten, welche als 
vitaminhaltig angesehen wurden, gegen Avitaminose geschildert?). 
Ich habe auch die prophylaktische und therapeutische Wirkung von 
Kidotter, sowie die prophylaktische von frischem Fischfleisch oder 
Fischsuppe in ziemlich groBer Menge bestitigt und mitgeteilt. Es 
scheint mir aber, da dem Pituglandol anderen Organpraparaten gegen- 
iiber eine besonders bemerkenswerte Bedeutung zukommt, wie nach- 
folgend ausgefiihrt werden soll. 

Erstens wirkt Pituglandol in viel kleinerer Menge als die anderen 
Substanzen. Nach Angabe der Fabrik, Hoffmann-La Roche, Basel, 
entspricht 1 ccm Pituglandol 0,1 g frischem Infundibularteil der Glandula 
pituitaria. In unseren Fillen wirkte also schon eine Dosis von Pitu- 
glandol, welche 0,5 g frischem Infundibularteil entspricht, ausgezeichnet ; 
in anderen Fallen war allerdings eine gréBere Dosis, bis zur dreifachen, 
nétig. Da das Pituglandol aber oftmals versagte, habe ich méglicher- 
weise im ganzen eine zu kleine Menge gebraucht. Auferdem bemerke 
ich, daB ich immer injizierte, wihrend die von den obengenannten 
Forschern gebrauchten Praparate meistens innerlich verabreicht wurden. 
Jedenfalls wire noch zu erforschen, ob die wirksame Substanz der 
Organextrakte in der Hypophyse in viel konzentrierterer Menge vor- 
handen ist, oder ob die Hypophyse eine besonders enge Beziehung 
zu der Avitaminose hat. 

Die Wirkung von Pituglandol ist im Vergleich zu der von anderen 
als vitaminhaltig angesehenen Organen ziemlich ausgeprigt. Man 
kénnte die giinstige Wirkung auf die Avitaminose mit der Beeinflussung 
der Diurese oder des Kreislaufs oder einer anderen durch innere Sekretion 


1) H. Schaumann, Beiheft zum Arch. f. Schiffs- u. Tropenhyg. 18, 1914. 
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bewirkten Verinderung des Organismus in Zusammenhang bringe: 
Die Hypophyse hat bekanntlich auch einen betrichtlichen Einflu 
auf den Stoffwechsel und das Wachstum. Jedenfalls kann die Tatsach: 
daB das Pituglandol bei Avitaminose haufig heilend wirkte, fiir di 
Erforschung des Wesens der Avitaminose eine gewisse Bedeutung habe: 
Es wire von Interesse zu wissen, bis zu welchem Grade das Pitu 
glandol als reines Produkt anzusehen ist, bzw. welche Bestandteil: 
es enthilt. Wir wissen davon nicht viel. Angeblich enthalt es nu: 
die eigentlich wirksamen Bestandteile der Hypophyse, im Gegensat 
zu gewissen Hypophysetabletten, welche lediglich aus den getrocknete: 
Driisen bestehen. Eine ganz besondere Sorgfalt wurde der Entfernun,: 
der EiweiBstoffe gewidmet. 

Von den mit Pituglandol erhaltenen Ergebnissen angeregt, unte: 
nahm ich noch einige Versuche mit anderen Erzeugnissen der inneren 
Sekretion. Suprarenium hydrochloricum und Thyreoglandol wurden 
an je 2 Tauben und Thymusextrakt an einer Taube auf ihre Wirkung 
gepriift, aber mit negativem Resultat. Doch sind diese Versuch: 
vielleicht nicht zahlreich genug. 

Ich untersuchte ferner, ob das Pituglandol bei Avitaminose nicht 
als Diuretikum oder Laxans durch Elimination eines hypothetischen 
Giftes gewirkt habe. Die Ansicht, da8 die avitaminotischen Erschei- 
nungen auf eine enterogene Intoxikation zuriickzufiihren seien, wird ja 
von mehreren Autoren vertreten. Ich habe daher den Einflu8 von 
Magnesium sulfuricum geprift, und zwar auf eine eventuelle vorbeugende 
Wirkung bei 6 oder eine heilende bei 5 Tauben. Ich konnte aber kein 
sicheres positives Resultat erhalten. AuBerdem gab ich Kaliwm aceticum 
solutum bei 5 Tauben innerlich, um die Diurese zu steigern und dadurch 
das eventuell schon resorbierte Gift zu eliminieren. Es trat aber keine 
giinstige Beeinflussung ein. 

Dann wurde auf Empfehlung von Prof. #. Biirgi auch Coffein 
angewandt. Prof. Biirgi dachte an eine eventuell vorhandene Be- 
ziehung des Coffeins zu den Vitaminen, weil einerseits Kaffee oder 
Tee bei allen Vélkern als wichtige GenuBmittel angewendet werden, 
und die Vitamine andererseits als Pyrimidinbasen angesehen worden 
sind. Purinbasen sind den Pyrimidinen ja sehr nahe verwandt. Eine 
Coffeinbehandlung schien fiir solche Versuche auch geeignet, weil 
es die Harn- und Zirkulationsorgane erregt. Wir haben hierauf 
das Coffein an 3 Tauben auf seine prophylaktische und an 4 Tauben 
auf seine heilende Wirkung gepriift, indem wir es per os oder per in- 
jectionem verabreichten. Ich konnte aber nur an einer einzigen Taube 
eine einigermaBen giinstige Beeinflussung der avitaminotischen 
Symptome beobachten. Das beginnende Stadium der unnatiirlichen 
Bewegung des Halses. wurde durch Coffeininjektionen allmihlich 
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heseitigt. Die Taube konnte hernach allmahlich auch wieder den ver- 
abreichten geschliffenen Reis aufpicken und lebte noch 9 Tage lang, 
.tarb dann aber, trotzdem man mit taglichen Coffeininjektionen fortfuhr. 
ie Schwiche der Beine, welche von Anfang an ziemlich bedeutend 
war, wurde bis zum Ende nicht geheiit. In diesem Fall wurde anfangs 
auch Magnesium sulfuricum als prophylaktisches Mittel innerlich 
vegeben; die erwartete Wirkung blieb aber aus. Dann erst wurde mit 
intramuskuliren Injektionen von leccm 0,5proz. Coffeinlésung an- 
yefangen. In allen anderen Fallen konnte ich positive Resultate mit 
der Coffeinbehandlung nicht erhalten. 

Die den bei Tauben auftretenden avitaminotischen Kriampfen 
vielleicht zugrunde liegende, schon erwihnte Stauung in Hirn- und 
Riickenmarkshiuten verdient auch therapeutisch eine gewisse Be- 
riicksichtigung, um so mehr, als Beziehungen der experimentellen 
Avitaminose zu Beriberi, bei der die Zirkulationsstérung eine wichtige 
Rolle spielt, wohl anzunehmen sind. Ich habe daher Infusum Folii 
digitalis, Digalen und Digijolin an je einer Taube, aber mit negativem 
Resultat, angewandt. Da die Injektion von Pituglandol in die V. jugularis 
meistens eine Blutung nach sich zieht, entnahm ich einer kranken 
Taube Blut aus dem genannten GefaiB, um eine eventuell vorhandene 
Blutstauung im Kopf zu vermindern, aber ohne Erfolg. Die Pitu- 
glandolinjektionen kénnen also nicht auf diesem Umwege gewirkt 
haben. 

Eine Zusammenfassung aller mit diesen verschiedenen Behandlungen 
erzielten Resultate ergibt folgendes: Es wurde haufig eine heilende 
Wirkung von Pituglandol auf experimentelle Avitaminosen beobachtet. 
Magnesium sulfuricum, Kalium aceticum solut., Digitalis sowie Supra- 
renin, Thyreoglandol und Thymusextrakt (in nicht sehr groBen Dosen) 
hatten dagegen nie einen deutlichen Erfolg; Coffein wirkte unter vielen 
Versuchen nur einmal anscheinend giinstig. 


Ich will hier noch einige Beobachtungen anfiigen. Ich habe im 
Pharmakologischen Institute 7 Hiihner mit poliertem Reis gefiittert. 
Vier davon lebten viel linger als sonst, ohne eigentlich krank zu werden. 
Die Ursache dieser merkwiirdigen Erscheinung, welche meinen Versuchs- 
plan sehr gestért hat, habe ich immer wieder umsonst gesucht. Eine 
besondere Beschaffenheit konnte daran nicht schuld sein, weil andere 
Tauben, die mit dem gleichen Reis gefiittert worden waren, wie gewohn- 
lich krank wurden und starben. Die Hiihner miissen wohl im Stall 
irgendwelches vitaminhaltiges Material (vielleicht nur Exkremente) 
gefressen haben. Eine andere Ursache fiir ihr besonderes Verhalten war 


unerfindlich. 
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Ich erwahne hier noch ein friiheres Resultat, iiber das ich nox 
nicht berichtet habe. Das japanische, scharf schmeckende Gewiir; 


das Togarashi genannt wird, ist imstande, experimentell erzeugt 


Avitaminosen zu beseitigen. Andere scharfe Gewiirze, wie z. B. Pfeffer, 
schienen hier und da auch giinstig zu wirken. 


Uber das Wesen der Avitaminose. 

Die sogenannte Avitaminose ist nach meinen Beobachtungen 
eine Krankheit, bei der die Funktionen verschiedener Organe allmahlich 
leiden. Bei den Nervensymptomen spielen die funktionellen Lahmungen 
eine wichtige Rolle, lassen sich aber durch Behandlung mit Reiskleic 
extrakt schon in wenigen Stunden beseitigen. Stagnation der Speisen 
im Kropf verrat bei Végeln die Herabsetzung der motorischen Funktion 
des Verdauungstraktus. Die Atmungsfihigkeit wird ungeniigend 
die Herzaktion schwach und labil. Die Kérpertemperatur sinkt. Auch 
diese Symptome sind durch Injektion von Reiskleieextrakt leicht zu 
beseitigen. DaB der Stoffwechsel bei der einseitigen Ernihrung mit 
poliertem Reis leidet und durch die Verabreichung des Reiskleieextrakts 
ebenfalls verbessert wird, ist u. a. auch aus dem Zuckergehalt des Blutes 
zu ersehen. Der Blutzucker der erkrankten Tiere ist meistens vermehrt 
und nach der Behandlung mit Reiskleieextrakt normal. (Uber den 
normalen Blutzuckergehalt der Végel s. ,,Der Blutzucker von Bang.) 

Die Symptome der Avitaminose sind damit aber nicht erschépfend 
dargestellt, weil verschiedene eigentiimliche Abweichungen von dem 
geschilderten Krankheitsbilde auftreten und dasselbe komplizierter 
gestalten. Es treten nimlich gegen das Ende u. a. Krimpfe auf, die 
wir als zentrale motorische Reizerscheinungen zu deuten haben. Auch 
der bei fortschreitender Fiitterung eintretende Widerwille gegen polierten 
Reis ist eine spezifische Erscheinung, da es sich um keine allgemeine 
Appetitlosigkeit handelt, sondern Hei8hunger fiir andere Speisen vor- 
handen ist, und nur der polierte Reis allein dem Tiere widersteht. 
Fiir diese Erscheinungen, welche ebenfalls durch Reiskleieextrakt 
leicht beseitigt werden, sind spezielle Erklirungen nétig. Allgemein 
gesagt ist aber die wesentliche Stérung meines Erachtens in der Herab- 
setzung der Funktionen verschiedener Organe zu suchen. In der Haupt- 
sache kénnte man die Symptome vielleicht auch auf eine Herabsetzung 
des Tonus der Nerven (und Muskeln ?) zuriickfiihren. 

Organische Veriinderungen, wie Degeneration von Nerven und 
Muskeln, Abmagerung der Skelettmuskeln und Atrophie verschiedener 
Organe kénnen durch Herabsetzung von Funktionen entstanden sein, 
und vielleicht als Folgeerscheinung der besprochenen Funktions- 
stérungen aufgefaBt werden. Daher erscheint mir der angegebene 
Name fiir diese Krankheit ,,Polyneuritis gallinarum nicht passend 
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gewahlt. Die Wirkung des Reiskleieextrakts bzw. der sogenannten 
Vitamine ist den genannten Symptomen gegeniiber antagonistisch, und 
zwar wirkt er vorbeugend und heilend. Er hat im allgemeinen eine 
anregende Wirkurg. 

Die primire Ursache der sogenannten Avitaminose ist selbst- 
verstindlich im Mangel von wirksamen Stoffen in der Nahrung zu 
suchen. Die Wirkungsweise dieser Stoffe auf die kranken Végel ist 
aber eine pharmakologische und nicht die eines gew6hnlichen Nahrungs- 
stoffs, wie z. B. der Ausdruck ,,partielle Inanition™ irrtiimlich ver- 
muten laBt. Sie wirken sogar gleich starken Arzneimitteln, wie in 
meinem friiheren Bericht erwihnt wurde. Die krankhaften Erschei- 
nungen werden durch eine geringe Menge dieser Substanz in kurzer 
Zeit beseitigt. Dabei verschwinden auch die Reizerscheinungen in 
wenigen Stunden, und es scheint sich bei ihrer Wirkung hauptsichlich 
um die Steigerung der herabgesetzten Funktionen verschiedener Organe 
zu handeln. So stark die Vitaminsubstanz besonders gegen Avitaminose 
wirkt, zeigt sie doch bei normalen Tieren keine merkliche Wirkung. 
Dieser Stoff ist daher ein Spezifikum gegen die Avitaminose. Was 
den primaren Angriffspunkt des Reiskleieextrakts betrifft, méchte ich 
hier nur im therapeutischen Sinne erwahnen, daf sich der Erfolg bei 
der Behandlung von kranken Végeln zuerst im Nervensystem zeigt. 

Wenn solche belebenden Stoffe fiir die Gewebe, speziell fiir das 
Nervensystem, in den gewoéhnlichen Nahrungsmitteln vorhanden sind 
und die Gewebe schon lange, sogar schon durch Generationsreihen 
hindurch an sie gewohnt sind, so ist es wohl denkbar, daB das Fehlen 
solcher Stoffe eine Herabsetzung der Funktionen verschiedener Organe 
und folglich Gesundheitsstérungen herbeifiihren kann. Art und Menge 
der fiir die Gesundheit nétigen Vitamine werden je nach den Tier- 
arten ziemlich verschieden sein, d. h. je nach der gewohnten Nahrung 
z. B. bei Pflanzen- und Fleischfressern variieren, was man mit als 
einen Grund der Verschiedenheit im Auftreten und in der Erscheinung 
der Avitaminose bei Végeln und Siugetieren betrachten kann. 

Die Frage, in welchem Organ die primiire spezifische Storung 
der Avitaminose eintritt, ist schwer zu beantworten. Nach den oben 
erwihnten Tatsachen ist es aber wahrscheinlich, da die Vitamin- 
wirkung mit der funktionellen St6rung (und auch eventuell mit der 
Degeneration) der Nerven (bzw. Muskeln?) direkt zusammenhingt. 
Funktionelle Symptome anderer Organe werden vielleicht meistens 
auf die Beziehung zum vegetativen Nervensystem zuriickzufiihren sein. 
Doch sind noch andere Méglichkeiten in betreff des Wesens der Avita- 
minose zu beriicksichtigen. Die hiufig angegebene Giftbildung im 
Darmtraktus scheint als wesentliches Moment der Krankheit un- 
wahrscheinlich. Da® die Stérungen hauptsiichlich auf Zirkulations- 
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verinderungen zuriickzufiihren sind, konnte ich ebenfalls nicht be. 
statigen. Dagegen verdient eventuell die Stérung des Respirations. 
vorgangs grobe Beachtung. Die Beziehungen der Vitamine zum Stof 
wechsel und ganz besonders zum DissimilationsprozeB sind noch melir 
ins Auge zu fassen. Auch das Verhalten der inneren Sekretionen, 
besonders eines Organs wie der Hypophyse (Wirkung des Pituglandols, 
1. Teil), welche bekanntlich groBe Bedeutung fiir den Stoffwechsel und 
das Wachstum hat, sollen besondere Beriicksichtigung finden. Unter 
diesen drei Méglichkeiten, welche fiir das Studium des Wesens der 


Avitaminose wichtig sind, weisen die beiden letzten Erscheinungen 
und auch die seitens der Verdauungsorgane meines Erachtens auf 
Beziehungen zum vegetativen Nervensystem hin. 

Ks fragt sich ferner, was fiir chemische Substanzen die wirksamen 
Stoffe sind. Von verschiedenen Autoren wurden hieriiber schon An- 
gaben gemacht; dennoch ist die Frage immer noch unentschieden. 
Es scheint mir aber, als ob die wirksamen Stoffe chemisch nicht so 
einheitlich zu sein brauchten. So kénnten eventuell physiologisch 
gleichwirkende, aber chemisch verschiedene Substanzen in den Nahrungs- 
mitteln vorhanden sein, z. B. in Kérnern, Bohnen, Eigelb, Fleisch, 
Organextrakten usw. Jedenfalls kommt es nicht darauf an, daB die 
in Frage kommende Substanz chemisch einheitlich sei, sondern auf 
ihre oben dargelegte bestimmte Wirkung, welche fiir die Erhaltung 
der normalen Funktion von Gewebe, speziell des Nervensystems, 
notig ist. 

Untersuchung mit dem Flammenkardiographen. 

Bei der Erforschung der experimentellen Avitaminose sollte auch 
der Zustand des Herzens genau untersucht werden, der wie die Ver- 
anderungen der Nerven und Muskeln von Bedeutung sein kann. 

Unter verschiedenen Berichten ist der Nachricht von einer deut- 
lichen avitaminotischen Hypertrophie und Dilatation des Herzens bei 
Affen [Shiga und Kusama'), Tsuzuki*)] gréBte Aufmerksamkeit zu 
schenken, obschon die Forschungen von anderen Autoren [ Nagayo u. a.*)} 
andere Resultate ergaben. Ich méchte jedoch tiber diese Ergebnisse 
nicht urteilen, weil ich auf diesem Gebiete keine persénlichen Erfah- 
rungen habe. 

Lahmungserscheinungen des Herzens infolge Avitaminose zeigen 
sich bei Hiihnern und Tauben viel deutlicher als bei Saugetieren. Bei 
letzteren hat Segawa*) Dilatation der beiden Herzkammern, besonders 


1) Shiga und Kusama, Beiheft zum Arch. f. Schiffs- u. Tropenhyg. 
15, 1911. 
2) Tsuzuki, Deutsch. med. Wochenschr. 1912. 
3) Nagayo und Fujii, Verhandl. d. japan. path. Ges. 1912. 
*) Segawa, Virchows Arch. f. Path. 
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der rechten — ohne Hypertrophie —, konstatiert. Yamagiwa') ist der 
Meinung, daB die Dilatation der rechten Kammer auch bei der Beriberi 
des Menschen haufig vorhanden ist, wihrend Hypertrophie fehlen kann. 

Ich selbst habe an vielen avitaminotischen Hiihnern und Tauben 
den Herzzustand festzustellen versucht und fand hier und da den 
rechten Ventrikel deutlich erweitert und mit Blut gefillt. Ich méchte 
aber daraus nicht ohne weiteres schlieBen, daB bei Avitaminosen regel- 
maBig eine Dilatation vorhanden sei. Ich habe ahnliche Befunde auch 
bei den einfach verhungerten Kontrolltieren beobachtet; andererseits 
war auch die Erweiterung des Herzens in den meisten Fallen nicht so 
ausgepragt, da8S man sie mit absoluter Sicherheit erkennen konnte. 
Besonders schwer war das bei den Tieren, die nicht so stark abgemagert 
waren, wie das durch Verhungern zu geschehen pflegt, also bei den an 
verhaltnismaBig reiner Avitaminose gestorbenen Fillen. Die kleinen 
Vogelherzen sind auch sehr schwer unter konstanten Bedingungen zu 
messen. Von der Form des Herzens lieB sich jedenfalls sagen, daB die 
Spitze immer von der linken Kammer gebildet war. AuSerdem war 
das Herz stark atrophisch und schlaff, meistens in gleichem Grade, wie 
bei den einfach verhungerten Kontrolltieren. Von Hypertrophie konnte 
sicher gar keine Rede sein, die Wand erschien eher dinner als normal. 

Um eventuell vorhandene, etwas feinere, den pathologisch-anato- 
mischen Untersuchungen nicht zugiingliche Veranderungen des Herzens 
ermitteln zu kénnen, habe ich dann an avitaminotisch gemachten 
Hiihnern und Kaninchen Aufnahmen ihrer Herztiatigkeit mit dem von 
E. Biirgi und C. F. v. Traczewski erfundenen Flammenkardiographen 
vorgenommen. Dieser an verschiedenen Stellen geschilderte Apparat 
gestattet Kontrolleeine der Herzbewegungen am unversehrten Tiere 
durch die Brustwand hindurch. Die Erschiitterungen des Thorax 
werden auf eine Flamme iibertragen, deren Zuckungen photographisch 
in Kurvenform wiedergegeben werden. 

In einer ersten Versuchsreihe wurden bei mit poliertem Reis ge- 
fiitterten Tieren (sieben Hiihnern und sechs Kaninchen) vom Beginn 
der einseitigen Ernahrung an bis zum Endstadium der Krankheit 
solche Herzkurven aufgenommen. Als Kontrolle dienten Tiere, die 
entweder nur wenig Hafer bekamen oder einfach hungerten (zwei Hiihner 
und drei Kaninchen). 

In einer zweiten Versuchsreihe priifte ich ebenfalls mit dem ge- 
nannten Apparat die Wirkung von Medikamenten (Organextrakte und 
Herzmittel) an abgemagerten und abgeschwichten Tieren der beiden 
erwahnten Gruppen. Sowohl aus der ersten wie aus der zweiten Versuchs- 


1) Yamagiwa, III. Bericht der japanischen Beriberi-Studienkommission, 
1914. 
Biochemische Zeitschrift Band 137. 8 
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reihe ging als Hauptresultat hervor, daB ein deutlicher Unterschied 
in der Herzaktion vermittelst dieser Kurven zwischen den avitami- 
notischen und den Hungerkaninchen nicht zu konstatieren war. Nur 
selten schien es, als ob die Medikamente bei Avitaminose etwas besser 
wirkten. 

Zur Veranschaulichung dieser Mitteilungen gebe ich hier einige 
Flammenkardiogramme wieder. 


Versuch an Kaninchen mit Pituglandolinjektionen. 

Mit dieser Substanz habe ich fiinf Experimente an drei Reiskaninchen 
und zwei an zwei Hungerkaninchen angestellt. Das Pituglandol wurde 
immer in die Ohrvene injiziert. Die Wirkung auf das Herz war in allen 
sieben Fallen eine iibereinstimmende. An Hand der beigegebenen Abb. 2 
laBt- sie sich in der folgenden Weise schildern. 





Abb. 1. 





Abb. 2. 


a) Gleich nach der Injektion (ich untersuchte meist schon nach 1 Minute) 
war eine Differenzierung der einzelnen Herzschlage in der Flammenkurve 
nicht mehr zu beobachten. Das Herz scheint von dem Mitte] rasch und 
energisch wie durch einen Schock gelihmt. Dementsprechend besteht 
die Kurve aus lauter beinahe gleichmaéBig hohen und breiten Zacken. 
Man vergleiche Abb. 2 mit. Abb. 1, welche die normale Herzkurve des 
Kaninchens wiedergibt. Sie wurde direkt vor der Injektion aufgenommen. 
Das Vorhandensein der Hauptzacke (S), die dem SpitzenstoB des Herzens, 
d. h. dem Beginn der Kammersystole entspricht, kann man hier und da 
in unregelméBigen Abstainden aus der nur wenig gréBeren Hohe und Breite 
einer Stelle vermuten. In diesem Moment befindet sich die Wirkung der 
Hypophyse auf ihrer Hohe. Sie ist so stark, daB es nicht méglich ist, aus 
dem vorliegenden Kardiogramm allein irgendwelchen weiteren Schluf 
zu ziehen. Man kann diesen Zustand mit Beriicksichtigung der nachfolgenden 
Abbildungen und besonders des Befundes an Froschherzen (2. Biirgi und 
0. F. v. Traczewski) wahrscheinlich dadurch erkliren, daB das Herz jetzt 


bei enormer Ausweitung nur miihsam geringe Kontraktionen ausiibt. 
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Dieses Bild der Kurve wurde einige Minuten lang (auch 4 oder 6 Minuten 
nach der Injektion) beobachtet. 

b) Beschreibung entsprechend Abb. 3. 

Im niachsten Moment, wenn die Flamme erst etwas sichtbar zu zucken 
anfangt, ist die Kurve besser differenziert. Die Hauptzacke ist ein wenig 
spitzer geworden, obwohl noch immer breit, und tritt in groBen, aber hiufig 
noch unregelméBigen Abstainden auf. Die kleinen Zacken (s und D) sowie 
die Senkungen sind noch ganz schlecht differenziert; die diastolische 
Zacke (D) ist viel breiter, und zwar ungleichmaBig breit, wahrend die 
systolischen kleinen Zacken nur wenig verbreitert sind. Das Herz kon- 
trahiert sich jetzt etwas starker — aber langsam — und haufig noch mit 


1752 








Abb. 4. 


ungleichmaBiger Dauer. Diese Verlangsamung und unregelméBige Dauer 
des Pulses sind hauptsichlich durch entsprechende Verinderungen des 
diastolischen Teiles bedingt. Dieses Bild entspricht der Aufnahme ungefahr 
6 Minuten nach der Injektion. 

c) Beschreibung entsprechend Abb. 4. 

In der wenige Minuten oder auch nur 1 Minute spater aufgenommenen 
Kurve ist die rasch eingetretene Besserung zu ersehen. Die Hauptzacke 
ist schon viel héher geworden; die anderen Abschnitte sind etwas besser 
differenziert. Der Puls hat den vorhergehenden Kurven gegeniiber deutlich 
zugenommen und ist schon von regelmaBiger Dauer. Trotz rascher Besserung 
ist die Kurve den Kontrollaufnahmen gegeniiber immer noch schlecht 
differenziert, und zwar ist die Huuptzacke sehr niedrig und breit und der 
Puls bedeutend verlangsamt. Dabei ist der diastolische Teil noch ver- 
breitert und zugleich etwas deutlicher ausgebildet. 

d) Nachfolgend aufgenommene Kurven (Abb. 5 und 6): 

Die Hauptzacke wird immer héher und die andere Differenzierung 
schreitet weiter fort; der Puls nimmt allmahlich zu. Ungefaihr 15 Minuten 
nach der Injektion (im Durchschnitt gerechnet — je nach dem Fall ver- 
schieden) werden die besten Differenzierungen und Ausbildungen von 
Zacken und Senkungen erreicht (Abb. 5). Die Herztatigkeit sollte ietzt 


g* 
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allgemein verstarkt sein und der Puls verlangsamt. Es kann dabei der 
diastolische Teil relativ verlangert erscheinen. Die Verstirkung der Herz 
tiitigkeit dauert bei fast gleicher Beschaffenheit der Kurven eine Zeit- 
lang an, dann kehrt die Funktion allméhlich zur Norm zuriick. Wie lang» 
diese Wirkung gedauert hat, ist schwer zu bestimmen. Wahrend der letzte: 
Aufnahmen (bei Versuch 1 2 Stunden nach der Injektion, Abb. 1; bei 
Versuch 2 | Stunde 30 Min. nach der Injektion, Abb. 2; bei Versuch 3 


Abb. 6. 


2 Stunden nach der Injektion, Abb. 3; bei Versuch 4 43 Min. nach der In- 
jektion, Abb. 4; bei Versuch 5 4 Stunde 13 Min. nach der Injektion, Abb. 5; 
bei Versuch 6 2 Stunden 30 Min. nach der Injektion, Abb. 6) schien die 
Wirkung noch nicht voriibergegangen zu sein. 

FaBt man das Gesagte zusammen, so kann man die folgenden 
Ergebnisse hervorheben: 

Pituglandol iibt nach intravenéser Injektion sofort starkste Wirkung 
auf das Herz aus, das sich anscheinend, den veranderten Kurven nach 
(wahrscheinlich bei enormer Ausweitung), miihsam, ganz langsam und 
wenig kontrahiert. Dann wird die Herzkontraktion allmahlich immer 
stiirker, und zwar weit tiber die Norm. Diese allgemein verstarkte 
Herztatigkeit kehrt nachher ganz allmahlich zur Norm zuriick. 

Die Wirkung von Organextrakten auf das Froschherz wurde von 
E. Biirgi und C.F. v. Traczewski!) mit dem Engelmannschen Suspen- 
sionsverfahren untersucht. An diese Veréffentlichung anschlieBend, 
méchte ich bemerken, daf8 die intravenése Injektion des Pituglandols 
an dem Herzen des Kaninchens beim unversehrten Tiere in der Haupt- 
sache die gleiche Wirkung ausgeiibt hat. Bei meinen Versuchen habe 
ich nie einen Vergiftungstod beobachtet, trotzdem Suprarenium hydro- 
chloricum haufig eine akute Vergiftung verursachte. 

1) E. Biirgi und C. F. v. Traczewski, Uber die Wirkung von Organ- 
extrakten auf das Herz. Diese Zeitschr. 66, Heft 6, 1914. 





bei der 
r Herz 
ie Zeit - 
le lange 
letzte, 
1; be l 


such 33 


Adsorptionsversuche an verschiedenen Kohlearten. 


Von 
Ludwig Pincussen. 
(Aus der biochemischen Abteilung des Stiadtischen Krankenhauses am 
Urban in Berlin.) 
(Eingegangen am 24. Dezember 1922.) 


Mit 4 Abbildungen im Text. 


Die Tatsache, daB durch verschiedene Kohlen adsorptionsfihige 
Lésungen in verschiedenem Grade adsorbiert werden, ist seit langer 
Zeit bekannt. Vor allem hat man feststellen kénnen, daf manche Kohle- 
arten, z. B. die Mercksche Tierkohle, ein Adsorptionsvermégen fiir 
alle in Betracht kommenden Kéorper aufweisen, das dasjenige anderer 
Kohlearten bei weitem iibertrifft. Bei allen diesen Erfahrungen be- 


_~- schrankte man sich zuniichst auf die allgemeine Feststellung der ver- 

n die schiedenen quantitativen Adsorbierbarkeit. Es folgten dann sich wider- 

sprechende Angaben iiber die Umladbarkeit der Kohle: als Resultat 

nden der verschiedenen Untersuchungen (Perrin, Bethe und Toropoff, Rona 

und Michaelis, Gyemant) ergibt sich, daB Blutkohle Merck sich umladen 

kung laBt, was ihr Adsorptionsvermégen fiir positive und negative Substanzen 

nach erklirt, wahrend z. B. durch Verkohlen von Zucker gewonnene Kohle 

und stets negativ geladen bleibt, wenn auch Saéure zugefiigt wird. Michaelis 

imer bezeichnet die Blutkohle aus diesem Gesichtspunkt heraus als Ampho- 
irkte lytoid, die Zuckerkohle, ahnlich die Retortenkohle, als Acidoid. 

Die nachfolgenden, vorliufig kurz, ohne weiteren Kommentar zu 

von schildernden Versuche ergaben sich aus einer zu anderen Zwecken an- 

pen- gestellten Versuchsanordnung, in der festgestellt wurde, daB die Ad- 


end, sorption von Methylenblau an Tierkohle durch Zugabe von Natrium- 

dols chlorid erheblich, und zwar im Verhaltnis zum Salzzusatz gesteigert 

upt- wird. Da zum Vergleich herangezogene andere Kohlen sich qualitativ 

abe und quantitativ abweichend verhielten, verglich ich systematisch die 

dro- Methylenblauadsorption an vier Kohlesorten: 1. Carbo medicinalis 
Merck, 2. Kohle aus Rohrzucker, 3. Kohle aus Traubenzucker und 
endlich 4. Kohle aus Casein, weil ich glaubte, bei dieser ein der 
Blatkohle ahnliches Verhalten feststellen zu kénnen. 











L. Pineussen: 


Die Versuche sind in folgender Weise angestellt: Zu der genau 
abgewogenenen Kohlenmenge — infolge der verschiedenen Adsorptions 
fihigkeit wurden verschiedene Mengen Kohle angewendet: 0,1 g Merck, 
0,5 bis 1,0g Kohle 2. bis 4. — wurde die nétige Menge Methylenblau 
lésung (im allgemeinen 20 ccm) und endlich die entsprechenden Zusitz: 
gegeben. Die Lésungen blieben nach kurzem Schiitteln mit der Hand 
bis zum nichsten Morgen stehen, wurden dann zusammen eine halb 
Stunde in der Schiittelmaschine geschiittelt, danach abzentrifugiert 
und die restierenden Farbungen wie iiblich im Kolorimeter ver- 
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Abb. 1. Abb. 2. 
Die Ordinaten zeigen die adsorbierten Methylenblaumengen in mg. Es bedeutet: 
Kohle Merck 
cavece CaseinsKohle 
ceeeees Traubenzucker-Kohle 
-+ +++ RohrzuckersKohle 





glichen. Die Kurven geben nebeneinander die Adsorptionsverhaltnisse 
fiir die vier angewendeten Kohlesorten an. Abb.1 gibt die Verhaltnisse 
mit Zusatz von Saure. Es wurden zugefiigt je 2 ccm Normalsaure, und 
zwar 1. HCl, 2. H,SO,, 3. CH,COOH, 4. (COOH),, 5. H,PO,. Zur 
Kontrolle, wie iiberall, eine Probe mit 2 ccm Wasserzusatz. Abb. 2 
zeigt die Verhiltnisse unter dem Einflu8 des (OH’)-Ions. Es wurden 
zugegeben 1. 2ccmn NaOH, 2. 2ccmn KOH, 3. 2ccm n NHsg, 4. 2 com 
n Ba (OH),, 5. Wasserkontrolle. In den Versuchen der Abb. 3 wurde 
der Einflu8 der Anionen bei gleichbleibendem Kation (Na) gepriift. 
Zugaben je 1/s9g Molekiil: 1. NaCl, 2. Na,SO,, 3. NaH,PO,, 
4. Na, HPO,, 5. Na, PO,, 6. Wasserkontrolle. Die Salze wurden vorher 
in 5cem Wasser gelost. 
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In den Versuchen der Tabelle IV endlich wurden verschiedene 
Kationen bei gleichbleibendem Anion (Cl) verglichen. Zusatz ebenfalls 
von }/o99 g Molekiil in 5 cem Wasser gelést. Untersucht 1. LiCl, 2. NaCl, 

KCl, 4. CaCl, 5. BaCl,, 6. AlCl,, 7. Wasserkontrolle. 

Die gefundenen Zahlen sollen keineswegs ein quantitatives Bild 
eben; sie sollen nur vergleichend die Ahnlichkeiten baw. die Ab- 
weichungen bei den verschiedenen Kohlen zeigen. Aus diesem Grunde 
ist z. B. auch zunachst davon abgesehen worden, die p,, festzustellen 
bzw. Siure- und Alkaliversuche bei einer gleichen p,, durchzufiihren. 
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Die Ordinaten zeigen die adsortierten Methylenblaumengen in mg. Es bedeutet: 
Kohle Merck 

ceeeee Casein-Kohle 

seteeee Traubenzucker-Kohble 

-+++++++ Rohrzucker-Kohle 





Aus Abb. 1 ersieht man ohne Schwierigkeit, daB die Adsorption 
von Methylenblau durch Zugabe von (H’) bei Tierkohle und Casein- 
kohle teils sehr erheblich gesteigert ist: das Ausma8 schwankt, zum Teil 
sicher in Abhingigkeit von der p,,, stimmt auch im einzelnen keineswegs 
iiberein. Im Gegensatz hierzu wird die Adsorbierfihigkeit beider 
Zuckerkohlen durch Siuren sehr wenig beeinfluBt, und wenn es der 
Fall ist, im negativen Sinne. Die Differenzen sind fiir die verschiedenen 
Sauren sehr gering. 
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Die Wirkungen der Alkalien (Abb. 2) sind im groBen und ganze: 
fiir alle untersuchten Kohlen einsinnig. In allen Fallen ist, besonde: 
ganz gleichmafig fiir NaOH und KOH die Adsorption erhéht gegen 
iiber Wasser. Im einzelnen éfters Gegensitze, z. B. erhéht Ba” di 
Adsorption bei den Zuckerkohlen wie bei der Caseinkohle, wahren«| 
bei Merck ein gegenteiliges Verhalten beobachtet wird. 

Die Wirkung des Zusatzes von Salzen mit gleichem Kation abe: 
verschiedenem Anion (Abb. 3) ergibt im allgemeinen das gleiche Bil 
wie die (H’)-Versuche. Bei Merck-Kohle und Caseinkohle Erhéhune 
der Adsorption, jedoch mit gewissen Abweichungen nach dem ge 
wihlten Anion, wihrend die Adsorption durch Traubenzuckerkohi: 
vermindert wird. Rohrzucker zeigt die gleiche Erscheinung, mit Aus- 
nahme des NaCl-Versuchs, dessen Deutung nicht ganz einfach ist. 

Was endlich die Wirkung der Salze mit gleichem Anion (Cl) aber 
wechselndem Kation betrifft, so ist hier (Abb. 4) das Bild dasselbe wie 
fiir die Alkalien: mehr oder minder starke Erhéhung der Methylenblau- 
adsorption fir alle Kohlearten, wenn auch in verschiedenem Ausmabe. 
Besonders beachtenswert ist die ganz gleichmaBige Adsorptionszunahme 
durch die verschiedenen Chloride bei Merck-Kohle. 

Diese kurze Mitteilung sollte nur einen Uberblick iiber die bisher 
erhaltenen Ergebnisse geben. In einer demnichst folgenden wird der 
Kreis der Untersuchungen ausgedehnt und die Resultate kritisch 
gewiirdigt werden. 
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Die Bedeutung der Vitamine im Haushalt des tierischen Kérpers. 


Il. Mitteilung. 


Der Verlauf der experimentellen Avitaminose bei dem unvollstindigen 
Hungern. 


Von 


L. Tscherkes. 


Aus dem Institut fiir allgemeine und experimentelle Pathologie 
g 
der medizinischen Akademie in Odessa. ) 


(Eingegangen am 14. Januar 1923.) 
Mit 1 Abbildung im Text. 


In unserer vorigen Arbeit!) war nachgewiesen, dal die experi- 
mentelle Polyneuritis desto schneller und heftiger zur Entwicklung 
gelangt, je reicher die Diat an Kohlehydraten und Eiwei® ist; dabei 
ist das Verhiltnis dieser beiden Komponenten unabhingig davon, 
ob das Tier die nétige Zahl Kalorien bekommt oder aber die Kalorien 
im Uberflu8 vorhanden sind. In dieser Arbeit werden die Verhiilt- 
nisse zwischen Vitaminen einerseits und Kohlehydraten und Eiweib 
andererseits wahrend unvollstindigen Hungers (d.h. das Tier be- 
kommt eine ungeniigende Quantitét von Kalorien) nachgepriift. 

Es zeigte sich, daB auch in diesen Experimenten die Proteine 
und die Kohlehydrate die Entwicklung der Avitaminose beschleunig- 
ten; endgiiltig wurde die Unabhingigkeit der experimentellen Avita- 
minose von der Zahl der Kalorien bestitigt. 

In dieser Reihe von Experimenten, die ich gemeinsam mit 
Dr. Resnikowa ausgefiihrt habe, wurden fiinf Tauben verwendet. 
Die tagliche Ration der beiden Tauben (Nr. 29 und 40) bestand aus- 
schlieBlich aus 3g Sonnenblumendél, das auf 130°C erhitzt war’). 


1) Diese Zeitschr. 138, 75, 1922. 

2) Wir danken hier Fri. G. T’scherkes, Assistentin am Institut fiir 
physiologische Chemie, die feststellen konnte, da®B das O] praktisch frei 
von Stickstoff war. 





L. Tscherkes: 


Es wurde mittels einer Sonde unmittelbar in den Kropf ei 
gefihrt. Der Kalorienwert von 3g Fett macht 50° der fiir de 
Tauben notwendigen Kalorienzahl aus. 

Die Lebensdauer der Taube Nr. 29 war 23 Tage und diejenige 
der Taube Nr. 40 22 Tage. Bei der ersten dieser Tauben bemerkten 
wir 24 Stunden vor dem Tode den fiir die Avitaminose der Tauben 
charakteristischen ataktischen Gang. Die Taube Nr. 40 ging zugrund:, 
indem sie eine fir die Avitaminose der Végel typische Kontraktur 
der Nackenmuskeln zeigte. Die zwei anderen Tauben (Nr. 37 und 38) 
wurden mit Gerste gefiittert, die im Laufe von 30 Minuten bis auf 
130° erhitzt wurde. Dabei machte die Quantitait der jedem Tiere 
gegebenen Gerste nur 50%, der fiir die Tauben nétigen Kalorien 
zahl aus. 

Von den beiden Tauben starb eine (Nr. 37) am 10. Tage und die 
Taube Nr. 38 am 14. Tage. Sie gingen zugrunde, chne irgendwelch: 
nachweisbaren Erscheinungen der Polyneuritis, aber die beiden Tiere 
wiesen am 6. Tage eine ausgesprochene Appetitlosigkeit auf uni 
saBen auf dem Boden der Kafige mit gestriubtem Gefieder. 

Als Kontrolle zu diesen beiden Tauben diente uns die Taube 
Nr. 41, die pro Tag 10g unerhitzte Gerste bekam, d.h. 50% der 
notwendigen Zahl der Kalorien. Das Tier lebte 30 Tage lang. 

Die Tabelle zeigt die Resultate dieser Experimente. In dem 
Kurvenbilde ist die Senkung des Kérpergewichts (ausgerechnet in 
Prozenten des Anfangsgewichts) der fiinf Tauben gegeben. 





‘Kalorien | 


liche 
er Diat | 


aglicn 


Nahrung 


gewichts 


Die t 


Ration 
des Anfangs- 


notwendig 
dem Tier zu- 
gefiihrt 
Todestag 
Gewichtsverlust | 


<4 


Nummer der Tauben 
Anfangsgewicht 


| | 8 


380,0 | ungehitzte Gerste | 10,0| 66,5 33,0 


~ 
—] 
wo 


276,0 . | 7,0) 46,0 23,0 Starben ohne nachweisb 
304.0 Erhitzte Gerste 8.0 53,0 | 26,5 meee I ‘oly- 
292.0 3,0 | 50,0 | 27,9 49 Das Experiment ist durch: 
7 gefiihrt bei der Tempera 

| Sonnenttuneni fe eae 


| bis 130° erhitzt wurden im ungeheizten 
317,0 | 


i) 
~I 


Zimmer ausgefiihrt. 


| 3,0 55,0 | 27,9 22 38,8 Bei +12 bis 14°C. 


Der Vergleich der Lebensdauer der Tauben Nr. 37 und 38 mit 
derjenigen der Taube Nr. 41 zeigt uns, daB die ersten zwei Tauben 
nicht deswegen zugrunde gingen, weil sie quantitativ zu wenig Nah- 
rung bekamen, sondern daB bei Bestehen unvollstindiger Nahrungs- 
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z ifuhr (ungeniigende Kalorienzahl) das Tier auch den Vitaminmangel 
(auf 130° erhitzte Gerste) durchmachte. 

Diese Versuche bewiesen auch, da} bei Abwesenheit von Vitaminen 
der wegen ungeniigender Kalorienzahl verursachte Hunger fiir das 
botreffende Tier milder verlauft, wenn er von Kolilehydrat- und 
EiweiBmangel begleitet wird; oder anders ausgedriickt: Die Kohle- 
hydrate und Proteine beschleunigten die Entwicklung der Avitaminose 
im unvollstaéndigen Hungerzustande, und zwar in ahnlicher Weise, 
wie ich ‘es fiir disjenigen Faille gezeigt habe, wo die Tauben eine 
iberschiissige oder geniigende Kalorienzahl erhielten. 


1 sce agence eA 


Taube 29 
37 
38 
40 
47 


+ 








— at A Pecnescans 
” 3 _% 7 %19 21 23 2 27 2930 
lage —> 
Abb. 1. 


Aus diesen Versuchen liBt sich noch eine Folgerung ziehen. 
Wahrend die Tauben Nr. 29 und 40 vor dem Tode das Bild der 
experimentellen Polyneuritis aufwiesen, waren die Tauben Nr. 37 
und 38 von diesen Erscheinungen frei. Das gibt den Grund, behaupten 
zu kénnen, da®B fir die Entwicklung des Symptomenkomplexes mit 
den charakteristischen Laihmungen der Extremititen eine gewisse 
Zeitdauer erforderlich ist ; diesen Lahmungen miissen Verainderungen 
an anderen Organen vorangehen, und in Fillen, wo Vitaminhunger dem 
unvollstindigen Hunger parallel vorliuft, sind sie die unmittelbaren 
Ursachen des Todes. 

Wir glauben, da diese Veranderungen sich auf den Verdauungs- 
apparat beziehen; um diese Frage endgiiltig zu entscheiden, habe ich 
eine neue Reihe von weiteren Versuchen angestellt. 
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Anmerkung. 
In meiner I. Mitteilung (,,Die Rolle der Proteine und Kohlehydra‘ 
bei Vitaminhunger‘) (diese Zeitschr. 133) befinden sich folgen: 
Druckfehler in der Tabelle V (S. 80): 
die Worte ,,keine Vitamine, kein EiweiBs*‘ — beziehen sich auf dic 
beiden Tauben — Nr. 7 u. Nr. 8; 

die Worte ,,keine Vitamine, keine Kohlehydrate‘‘ — beziehen sic 
auf die beiden Tauben — Nr. 17 u. Nr. 18; 

und die Worte ,,keine Vitamine, kein Fett‘* — beziehen sich auf dic 
beiden Tauben — Nr. 15 u. 16. 





Variationsstatistik 
als Hilfswissenschaft der Biochemie der Pflanzen. 


Ill. Mitteilung. 
Variation des Amygdalingehaltes in den Samen einiger Prunusarten. 


Von 
S. Blumer, Bern. 


(Eingegangen am 25. Januar 1923.) 
Mit 3 Abbildungen im Text. 


Durch die Untersuchungen Rosenthalers iiber den Amygdalin- 
gehalt von Aprikosen-, Pfirsich-, Pflaumen- und Zwetschenkernen 
ist nach und nach ein bedeutendes Tatsachenmaterial zusammen- 
gekommen, das eine méglichst allseitige Auswertung verdient. Eine 
variationsstatistische Behandlung dieses Materials rechtfertigt sich 
schon aus dem Grunde, weil man sich bei der Feststellung der Variation 
gewohnlich auf die morphologischen Merkmale beschrinkt hat, wihrend 
die Beobachtungen iiber die Variation chemischer Eigenschaften nicht 
sehr zahlreich sind. Ich bin deshalb Herrn Prof. Rosenthaler fiir die 
Uberlassung des Materials sehr dankbar. Ich kann im allgemeinen 
seine Schliisse nur bestitigen und zahlenmaBig belegen. Auch méchte 
ich hier schon betonen, daB Schliisse, die aus einer variationsstatistischen 
Bearbeitung eines biologisch nicht einheitlichen Materials hervor- 
gegangen sind, nicht als absolut beweiskraftig gelten kénnen. Eine 
biologische Analyse sollte der variationsstatistischen Behandlung 
immer vorangehen. In dieser Arbeit soll erstens untersucht werden, 
wie der prozentuale Amygdalingehalt in Drogen und in Material von 
einheitlicher Herkunft variiert, und zweitens sollen die Beziehungen 
zwischen Samengewicht und prozentualem Amygdalingehalt unter- 
sucht werden. 

Es standen mir sieben Serien von Amygdalinbestimmungen zur 
Verfiigung. In den ersten vier Serien!) handelt es sich um Drogen, 
in den drei letzten*) dagegen um Material, das von einem Baum stammte. 


1) L. Rosenthaler, Ber. d. deutsch. pharm. Ges. 32, 240 ff., 1922. 
2) Derselbe, Vorhergehende Mitteilung und unverdffentlichte Unter- 
suchungen. 
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Die sieben Serien sind hier zusammengestellt; spaiter werden sie ni 
mit der Nummer bezeichnet. 

1. Aprikosenkerne, Drogen, 54 Bestimmungen. 

2. Syrische Aprikosenkerne, Drogen, 57 Bestimmungen. 

3. Pfirsichkerne, Drogen, 52 Bestimmungen. 

4. Pfirsichkerne, Drogen, 63 Bestimmungen. 

5. Pfirsichkerne, von einem Baumchen stammend, 100 Bestim.- 
mungen. 

6. Pflaumenkerne, von einem Baumchen stammend, 100 Be- 
stimmungen. 

7. Zwetschenkerne, von einem Baiumchen stammend, 100 Be- 
stimmungen. 

In der Methodik folge ich Johannsen, ,,Elemente der exakten 
Erblichkeitslehre“*, 2. Aufl., 1912. 


I. Variation des Amygdalingehaltes. 

Das gesamte Material jeder Serie wurde in Klassen von 1°, 
Spielraum angeordnet. Alle Berechnungen wurden auf dieser Basis 
durchgefiihrt. Daraus erkliren sich die kleinen Abweichungen in den 
Mittelberechnungen der vier ersten Serien gegeniiber Rosenthaler, der 
von den einzelnen Varianten ausging. Diese kleinen Unterschiede 
bewegen sich in jedem Falle innerhalb der Fehlergrenze des Mittel- 
wertes. Auer dem arithmetischen Mittel wurden, wie aus der folgen- 
den Zusammenstellung ersichtlich ist, die Standardabweichung und 
der Variationskoeffizient mit ihren mittleren Fehlern bestimmt. 





ari. 1 Mittleres | Gehalt an wasserfreiem Amygdalin: 


Bentionnungen| Semengewicht - Mittelwert- | Standardabweichung 


a % | ° 


0,50 4,39 + 0,22 
0,37 6,06 + 0,21 
0,31 3,67 + 0,11 
0,27 3,50 + 0,11 
0,08 5,92 + 0,12 
4,74 + 
3,67 + 


| Variationskoeffizient 


67 
50 
9 


’ 


0,16 0,08 
0,11 0,08 


“1D om co bo | Serie Nr. 


2 
74 
67 

Die Standardabweichung ist das Ma fiir die Variabilitat. Sie 
ist die Quadratwurzel aus dem mittleren Quadrat aller Abweichungen 
vom Mittelwert. Die Sheppardsche Korrektur, die der ungleichmaBigen 
Verteilung der Varianten innerhalb einer Klasse Rechnung trigt, 
wurde nicht angewendet. Die gefundenen Standardabweichungen 


1) Der mittlere Fehler des Variationskoeffizienten wurde nach der 
von W. A. Collier (,,Einfiihrung in die Variationsstatistik“‘, Berlin 1921) 
gegebenen Formel bestimmt. 
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sind deshalb durchschnittlich um 0,03% zu groB. Alle Werte, die 
zwischen Mittelwert und Standardabweichung liegen, sind typische 
Varianten, die tibrigen atypische. In Serie 1 sind also die typischen 
Varianten zwischen 4,39 + 1,62%, also von 2,77 bis 6,01%. Alle 
unter Oder tiber diesen Grenzen liegenden Werte sind als atypisch 
zu bezeichnen. 

Der in der letzten Kolonne angegebene Variationskoeffizient er- 
moglicht die Vergleichung der Variabilitét verschiedener Serien. Es 
ist klar, daB bei groBen absoluten Massen auch die Standardabweichung 
groBer werden muB. Damit ist aber noch nicht gesagt, daB die Varia- 
bilitaét einer solchen Reihe nun gréfBer sei als die einer anderen, deren 
Standardabweichung kleiner ist, weil die beobachteten MaBe numerisch 
420 


OP iy d . L 

2 3 4 7 8% 
Abb.1. Variation des prozentualen Amygdalingehaltes: 1. Aprikosenkerne (Drogen), 
2.Syrische A prikosen (Drogen), 6. und 7. Pflaumen- und Zwetschenkerne von einem Baum. 


kleiner sind. Der Variationskoeffizient bestimmt die Standardab- 
weichung in Prozenten des Mittelwertes und ist als unbenannte Zahl 
geeignet, die Variabilitit ganz verschiedener Reihen zu vergleichen. 
Es ist nun bezeichnend, daS der Variationskoeffizient in den ersten 
vier Serien am gréBten ist. In diesen Serien handelt es sich um den 
Amygdalingehalt kauflicher Drogen. Dieses Material ist natiirlich 
nicht einheitlich; es kénnen in einer Serie verschiedene Rassen oder 
Linien enthalten sein. 

Die verschiedene Variation von einheitlichem Material gegeniiber 
den Drogen zeigt sich auch in den Variationspolygonen der Abb. 1'). 
Der Amygdalingehalt variiert in den Drogen sehr unregelmaBig. Zwei- 
und mehrgipfelige Polygone sind die Regel. Diese UnregelmaBigkeiten 
kénnen wohl durch eine zu kleine Zahl von Messungen sowie durch 
zu enge Klassengrenzen mitbedingt sein. In erster Linie aber miissen 
sie auf die biologische Unreinheit des Drogenmaterials zuriickgefiihrt 
werden. 








1) Alle in Abb. 1 dargestellten Polygone sind auf 50 Bestimmungen 
reduziert. 
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Die Serien aus einheitlichem, von einem Baume stammend:1y 
Material folgen ohne Ausnahme mehr oder weniger der Binomialkuy 
In Abb. 2 wird die Variation im Amygdalingehalt der Pflaumenke:1 
(Serie 6) mit der idealen Binomialkurve verglichen. Wenn man }. 
denkt, da8 nur 100 Bestimmungen ausgefiihrt wurden, darf die Ab. 
weichung als gering bezeichnet werden. (Die in Abb. 2 auf der Abszisw 
yo  abgetragenen  Prozent- 
werte sowie die Hiufig. 
keitszahlen der Ordinate 
wurden erst nachtriglich 
eingefiigt, als Grund- 
zo __ lage fiir die Angleichung 
an die Binomialkuryv 
diente die Standard- 
abweichung.) 

Die gute Uberein- 

stimmung der drei letz- 

25.3 ~=§5 35 . ; : 
Abb. 2. Variation des prozentualen Amygdalingehaltes in von Serien mat der bino- 
Pflaumenkernen verglichen mit der Binomialkurve. mialen \ erteilung geht 
auch aus einem Vergleich 
der gefundenen mit den theoretischen Zahlen hervor. Diese mit Hilfe der 
Standardabweichung berechneten Zahlen geben an, wie die Varianten 
bei idealer binomialer Anordnung gruppiert sein miBten. Die Ab- 
weichung der gefundenen Zahlen gegeniiber den berechneten ist un- 
bedeutend und teilweise auf zu enge Klassenspielriume zuriickzufiihren. 
Vereinigt man je zwei Klassen zu einer Doppelklasse von 1%, Spiel. 
raum, so wird die Abweichung gegeniiber den theoretischen Zahlen 
noch geringer. Das folgende Beispiel (Serie 5, Pfirsiche) mége dies 

zeigen : 

Gehalt in Prozenten 2,5 8 85 4 45 5 55 6 65 7 7,5 8 835 

Gefunden..... Le oo: (Jee ae ee we eee 4 
Theoretische Zahlen . 1 2 oO. ee. ee ee BD 

Mit Doppelklassen ergibt sich: 
Gehalt in Prozenten . 2 8 + 5 6 7 8 9 


IOC. Sc e et ] 5 16 28 29 17 4 
Theoretische Zahlen. . 1 5 16-3] 30 3=614 3 


450 

















es @ & 6 65% 


Die biologisch ,,reinen‘* Serien zeigen also im Gegensatz zu den 
Drogen eine fast ideale binomiale Verteilung der Varianten, wir konnen 
ihre Variabilitit als fluktuierende bezeichnen. Es erscheint walir- 
scheinlich, daSf sich bei weiteren Untersuchungen innerhalb eine! 
morphologischen Art physiologische Rassen feststellen lassen, die sich 
durch verschiedenen Amygdalingehalt auszeichnen. So hat Rosenthaler 
gefunden, daB die syrischen Aprikosen (Serie 2) einen sehr hohen 
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Amygdalingehalt aufweisen. Es fragt sich nun, ob die Differenz zwischen 
Serie 1 und 2 geniigend groB ist, um die Aufstellung solcher physio- 
logischer Arten zu rechtfertigen. Die Differenz und ihr mittlerer Fehler 
betragen : 

6,06 % — 4,39% + y 0,21? + 0,22? = 1,67 + 0,30%. 

Die Differenz ist mehr als fiinfmal so groB wie ihr mittlerer Fehler; 
sie miiBte schon als sicher betrachtet werden, wenn sie nur dreimal 
so groB wire. Noch gréBere Unterschiede haben wir bei den Pfirsichen. 
Die Differenz zwischen den Serien 5 und 3 betrigt: 

5,92 % — 3,67% + y 0,12? + 0,11? = 2,25 + 0,16 %. 

Hier ist die Differenz sogar 14mal so grof als ihr mittlerer Fehler. 
Trotzdem beide Differenzen mathematisch zuverlassig sind, wire es 
verfriht, diese Unterschiede als Rassenmerkmale zu betrachten. Die 
Unterschiede kénnen schlieBlich ebensogut Modifikationen sein. In 
solchen Fallen kann nur die biologische Analyse entscheiden. Immerhin 
wird durch die relativ groBen Unterschiede im Amygdalingehalt das 
Vorkommen von physiologischen Arten wahrscheinlich gemacht. 


II. Korrelation zwischen Samengewicht und prozentualem Amygdalingehalt. 

Rosenthaler hat nachgewiesen, daB in der Regel die kleinsten 
Samen einen héheren prozentualen Amygdalingehalt aufweisen als die 
gréBten. Wenn diese Regel stimmt, so miissen die Serien mit leichteren 
Samen einen héheren Amygdalingehalt haben als die Serien mit schwe- 
reren Samen. Wir finden diese Regel bei den Aprikosen bestitigt. 
Die syrischen Aprikosenkerne (Serie 2), die sich durch héheren Amyg- 
dalingehalt auszeichnen, sind im Durchschnitt bedeutend leichter als 
die Kerne der Serie 1. Ebenso zeigen auch die leichtesten Pfirsich- 
kerne den héchsten prozentualen Amygdalingehalt (Serie 5). 

Es lag nun nahe, diese Beziehungen zwischen Samengewicht und 
prozentualem Amygdalingehalt mit den Methoden der Variationsstatistik 
zu untersuchen. Es stehen uns dafiir zwei Methoden zur Verfiigung, eine 
graphische von Galton und die Berechnungsformel von Bravais. Beide 
ergiinzen sich teilweise: Die Galtonsche Methode zeigt, ob die Korrelation 
eine geradlinige ist; das MaB der gegenseitigen Abhiangigkeit zweier 
Kigenschaften wird durch die Methode von Bravais sicherer ermittelt. 

Die graphische Methode von Galton besteht darin, daB die Variation 
der beiden Eigenschaften, durch ihre Standardwerte ausgedriickt, 
miteinander in Beziehung gesetzt werden. (Ein Standardwert ist die 
absolute Abweichung einer Variante vom Mittelwert, dividiert durch 
die Standardabweichung.) Wir erhalten so auf der Abszisse (X X) 
die Standardwerte fiir das Samengewicht und auf der Ordinate (YY) 
die Standardwerte fiir die Amygdalinprozente. Die Berechnung dieser 

Biochemische Zeitschrift Band 137. 9 
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Werte erfolgte auf Grund einer Korrelationstabelle (vgl. Johanns 
8.317). Die gemeinsamen Punkte von je zwei korrespondierende) 
Standardwerten der Abszisse und der Ordinate liegen nun meistens 
ungefahr in einer Geraden. 

Die Ubereinstimmung mit der Geraden ist um so gréBer, je mel 
Bestimmungen vorhanden sind. Nicht einheitliches Material kann natiirlic |) 
eine zerstreutere, unregelmaBigere Anordnung der Punkte verursache: 
So war es besonders bei den ersten Serien (Drogen) wegen der geringen 
Zahl von Messungen und wegen der oft unregelmaBigen Variabiliti' 
schwierig, eine Gerade zu finden, die allen Punkten mehr oder weniger 
entsprach. Um eine gréBere Zahl von Punkten zu erhalten, wurde 
bei einigen Serien die Berechnung doppelt durchgefiihrt, das erstema! 
mit den Standardwerten des Samengewichtes auf der Abszisse, das 

y 


r2 





Y 
Ar». 3. Korrelation zwischen Samengewicht und prozentualem Amygdalingehalt. 


zweitemal mit den Standardwerten der Amygdalinprozente auf der 
Abszisse. Trotz dieser Doppelbestimmung sind einige der Geraden 
noch sehr unsicher bestimmt. 

Ist zwischen den beiden Eigenschaften keine Korrelation vor- 
handen, so ordnen sich die Punkte so zu beiden Seiten der Abszisse 
an, daB die Gerade mit dieser zusammenfillt. Ist die Korrelation 
positiv, d. h. bedingen héhere Werte der einen Eigenschaft auch héhere 
Werte der anderen, so steigt die Gerade von links nach rechts an, und 
zwar wichst der Winkel, den die Gerade mit der Abszisse bildet, mit 
zunehmender Abhingigkeit der beiden Eigenschaften. Absolute Kor 
relation haben wir, wenn dieser Winkel 90° erreicht. Steigt die Gerade 
aber von rechts nach links an, so haben wir negative Korrelation 
d. h. zunehmenden Werten der einen Eigenschaft entsprechen ab- 
nehmende Werte der anderen. 
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Abb. 3 zeigt, da8 wir nur in einem Falle, bei Serie 1, eine sehr 
schwach ausgeprigte positive Korrelation haben. Die tibrigen sechs 
Serien zeigen alle eine mehr oder weniger deutliche negative Korre- 
lation, die bei Serie 5 (Pfirsiche von einem Baum) am starksten ist. 
In sechs von sieben Fallen haben wir also eine Verminderung des pro- 
zentualen Amygdalingehaltes bei zunehmendem Samengewicht, womit 
die von Rosenthaler aufgestellte Regel bestitigt ist. 

Diese graphische Methode kann eine Korrelation wohl feststellen, 
aber sie kann den Grad der gegenseitigen Abhiangigkeit der beiden 
Kigenschaften nicht genau angeben. Viel sicherere Werte fiir den Grad 
der Korrelation erhilt man bei Anwendung der Formel von Bravais 
(vgl. Johannsen, 8. 325ff.). Als MaB der Korrelation erhalt man hier 
eine unbenannte Zahl zwischen + 1 und — 1. Absolute positive Kor- 
relation haben wir, wenn der Korrelationskoeffizient + 1 ist; bei ab- 
soluter negativer Korrelation erreicht er den Wert von — 1. Ist der 
Korrelationskoeffizient gleich Null, so variieren die beiden Eigen- 
schaften ganz unabhiangig voneinander. In der folgenden Tabelle 
sind die Korrelationskoeffizienten (r) mit ihren mittleren Fehlern 
zusammengestellt. 





Serie 


Nr. Material r 

1 Faia (Drogen) . ws oe ee « oh ORR Os) 
2 Syrische Aprikosen (Drogen) . oo ee ee of Oe a Oreo 
3 || Pfirsichkerne srt tf Gre bie ere. oh OR SONS 
4 id ee aa — 0,278 + 0,116 
5 von. ‘einem Baum . ~ + 6 + © «f] —0,565 + 0,068 
6 Pflaumenkerne von einem Baum. .....) — 0,156 + 0,098 
7 Zwetschenkerne von einem Baum .....  —0,116 + 0,099 


Im allgemeinen bestiitigen diese Resultate die mit der graphischen 
Methode gewonnenen. Auch hier haben wir, mit Ausnahme von Serie 1, 
iiberall negative Korrelation. In Serie 1 haben wir, wenn wir die GréBe 
des mittleren Fehlers beriicksichtigen, titberhaupt keine Korrelation 
zwischen Samengewicht und prozentualem Amygdalingehalt. Die 
negative Korrelation ist sehr schwach bei den Serien 6 und 7 und am 
deutlichsten bei Serie 5. Diese Ergebnisse machen es wahrscheinlich, 
daB es bei den Pfirsichen Rassen gibt, bei denen eine Zunahme des 
Samengewichtes eine Abnahme des prozentualen Amygdalingehaltes 
bedingt. Ob diese negative Korrelation bei allen Pfirsichen vorkommt, 
ist auch nach dem Nachweis in den Drogen nicht sicher. Bei den unter- 
suchten Pflaumen- und Zwetschenkernen ist diese negative Korrelation 
zwischen Samengewicht und Amygdalingehalt nur sehr schwach aus- 
gepragt. 

Es ist schlieBlich noch interessant, zu berechnen, um _ welchen 
mittleren Betrag der prozentuale Amygdalingehalt abnimmt, wenn 

g* 
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das Samengewicht um 0,01 g zunimmt. Diese sogenannte Regressi:» 
von prozentualem Amygdalingehalt zum Samengewicht wird bestimn 
indem man die Standardabweichung des Amygdalingehaltes durch cic 
Standardabweichung des Samengewichtes dividiert und den Quotiente) 
mit dem Korrelationskoeffizienten multipliziert. So erhalten wir fiir 
die Serie mit der gréBten Korrelation (5) eine Regression von 0,45 
+ 0,06%. Wenn also das Samengewicht im Mittel um 0,01 g steigt, 
so nimmt der prozentuale Amygdalingehalt durchschnittlich um 0,45 
ab. Bei geringer Korrelation ist natiirlich die Regression von pro- 
zentualem Amygdalingehalt zum Samengewicht entsprechend kleiner. 
Fir Serie 7 (Zwetschen) betrigt die Abnahme des prozentualen Amyy. 
dalingehaltes auf 0,01 g Zunahme des Samengewichtes nur 0,047 
+ 0,040%. Sie ist also wohl kaum mehr nachweisbar. 


Zusammenfassung. 

Die Variabilitat des prozentualen Amygdalingehaltes in den Samen 
einiger Prunusarten wurde nach den Methoden der Variationsstatisti\ 
untersucht. Die gefundenen Resultate decken ‘sich mit denjenigen 
Rosenthalers. 

Bei homogenem, von einem Baume stammendem Material stimmt 
die Variation des prozentualen Amygdalingehaltes ziemlich gut mit 
der binomialen Verteilung iiberein. Wir haben bei diesem Merkmal 
fluktuierende Variabilitat. Bei den Drogen ist die Ubereinstimmung 
mit der binomialen Verteilung erheblich geringer, die Variabilitit 
(Variationskoeffizient) ist gréBer, weil hier ein Gemisch von physio- 
logischen Rassen vorliegt. Das zeigt sich auch in den meist mehr 
gipfeligen Variationspolygonen. Aus der variationsstatistischen Be 
arbeitung des Materials ergibt sich mit groBer Wahrscheinlichkeit. 
daB bei Aprikosen und Pfirsichen innerhalb der morphologischen Art 
physiologische Rassen vorkommen, die sich durch verschiedenen 
Amygdalingehalt unterscheiden. Eine endgiiltige Lésung dieser Frag: 
ist jedoch nur durch das biologische Experiment méglich. 

Die Korrelation zwischen Samengewicht und prozentualem Amyg- 
dalingehalt wurde nach den Methoden von Galton und Bravais bestimmt. 
Im allgemeinen haben wir zwischen diesen beiden Eigenschaften eine 
negative Korrelation, d. h. mit zunehmendem Samengewicht nimmt 
der prozentuale Amygdalingehalt ab. Es ist méglich, daB (wenigstens 
bei den Pfirsichen) der Grad der Korrelation nicht bei allen physio- 
logischen Rassen einer morphologischen Art gleich stark ist, so dal} 
also neben dem prozentualen Amygdalingehalt auch der Grad de: 
Korrelation als Rassenmerkmal in Betracht kommen kénnte. Sichere 
Resultate kann auch hier nur das biologische Experiment bringen. 
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Uber das Verhalten des Neosalvarsans im menschlichen Orga- 
immt nismus sowie seinen qualitativen und quantitativen Nachweis im Blute 
mit und Harn sind bereits eine Anzahl von Arbeiten erschienen, deren 
kmal Befunde zum Teil sich widersprechen, deren quantitative Ergebnisse 
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Art fuchsinschwefliger Saiure, sowie die von A. Rédel aufgefundene Reak- 
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a Bestimmung des Neosalvarsans kann entweder auf dem Wege der 
4 Ermittlung des Arsengehalts geschehen®), wobei aber nicht zu ent- 

nyg- scheiden ist, ob Neosalvarsan in unverinderter oder bereits veranderter 

sat Form vorliegt, oder mit Hilfe des kolorimetrischen Verfahrens. 
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—_ 2) W. Authenrieth und H. Tdge, Miinchn. med. Wochenschr. 1922, 
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Diese letztere Art der quantitativen Bestimmung des Neosalvarsa 
die von Authenrieth und Tage, sowie von Schreus und Hollénder \«; 
ihren Untersuchungen angewandt wurde, beruht auf der Bildung 
des p-Dioxybenzolneosalvarsans bzw. des p-Dioxybenzolazodiox v- 
aminoarsenobenzolmonomethansulfinsauren Natriums. Dieser Azo. 
farbstoff konnte bei unseren Arbeiten in folgender Weise isoliert 
werden: Eine bestimmte Menge Neosalvarsan wird mit der genau 
berechneten Menge Natriumnitrit bei Gegenwart verdiinnter Salzsiiur 
und Anwendung einer Temperatur unterhalb + 5°C diazotiert und 
das gebildete Diazoniumchlorid mit der entsprechenden Menge Resorcin 
in alkalischer Lésung gekuppelt. Durch vorsichtiges Hinzufiigen von 
96proz. Alkohol kann man die Ausfaillung des Farbstoffs bewirken 
wobei er sich als eine braunrote amorphe Masse abscheidet, die aus 
wenig verdiinntem Alkohol zur Kristallisation gebracht werden kann 
Die Ausbeute betrug in den giinstigsten Fallen 20° des Ausgangs- 
materials. Die Kristalle besitzen rhombische Struktur, sind auBerst 
leicht in Wasser léslich und zersetzen sich bei héherer Temperatur, 
ohne zu schmelzen. Die quantitativen Bestimmungen des Arsen- und 
Schwefelgehalts ergaben: 

Angewandte Substanz .. . 0,0760¢g 
Gefunden ........ . 0,0312As,8, = 0,0192 As = 25,26% 
0,0278 Ba SO, = 0,00381 S = 5,01% 
Nach der Formel berechnet sich 
As zu 25,51 %, S zu 544%. 

Die gefundenen Werte stimmen somit mit den nach der Forme! 
berechneten gut tiberein. Der ProzeB der Farbstoffbildung vollzieht 
sich nach den Gleichungen: 


OH OH 
——-As:As—C,H;¢ . er 
NH, NH—CH,—SO—O—Na ‘ 
OH OH 
C, H, ~As:As —C, H, 
\N,—Cl NH 
cH, 
So0—0 
Ul 


Na 


C,H, 


OH + CoHy(OH)» 


‘NH-—CH,—SO.ONa *+N#OH 
OH 
—As:As—C, H, 
N:N—C,H, (OH), NH—CH,—S0.0 
Na 
p-dioxybenzolazodioxyaminoarsenobenzolmonomethansulfinsaures N atrium 
is entsprechen somit 1 g Neosalvarsan 1,261 g Azofarbstoff. Das 
Absorptionsspektrum dieses Farbstoffs bei Anwendung einer 0,1 proz 
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wasserigen Losung ergab im Mittel von vier Beobachtungen eine ein- 
s-itige Absorption von 4 560 uu ab. Genau den gleichen Wert erhielt 
man auch bei Anwendung einer 0,1 proz. Lésung in Harn sowie einer 
solechen in Serum, wobei dieses im Verhiltnis 1:4 vorher verdiinnt 
war. Die Feststellung des Absorptionsspektrums lcistete uns bei den 
spiter angefiihrten Versuchen ausgezeichnete Dienste. 

Da das Neosalvarsan nicht nur den Charakter eines primiren 
Amins, sondern auch den eines Phenols besitzt, so wurde dieses Priiparat 
in alkalischer Lésung mit Diazobenzol gekuppelt, wobei ein in Wasser 
unléslicher brauner Farbstoff sich ausschied. Sulfanilsiure gab nach 
Diazotierung und Versetzen mit Neosalvarsan einen in Wasser léslichen 
roten Farbstoff von fast gleicher Farbenintensitaét wie der mit Resorcin 
dargesteuve. Auch dieser Farbstoff zeigte in 0,1 proz. wisseriger Lésung 
eine einseitige Absorption von A 550 wu ab. 

Fiir die quantitative Bestimmung des Neosalvarsans bei unseren 
Untersuchungen wandten wir den Resorcinfarbstoff an und ermittelten 
zinichst die Brauchbarkeit der 
kolorimetrisechen Methode mittels 
des Authenriethschen Kolorimeters. 
Vor allen Dingen suchten wir den 
Wert festzustellen, mit dem als 
Fehler bei den erhaltenen Resultaten 
zu rechnen war. Die Herstellung 
des geeichten Keiles mit dem Neo- 
salvarsanfarbstoff geschah in fol- 
gender Weise: Genau 0,1 g Neo- 
salvarsan wurden in etwa 50 ccm 
physiologischer Kochsalzlésung ge- 
lést und die Lésung in bekannter 
Weise diazotiert und mit alkalischer Gon Gee aes O00 008 0.06 0 
Resorcinlésung gekuppelt. Die so Abb. 1. 
erhaltene Farbstofflésung _ stellte 
man hierauf bei 15° C auf 100 ccm ein. Mit dieser Fliissigkeit wurden 
Verdiinnungen bestimmter Konzentration hergestellt und die hierbei 
erhaltenen Farbenténe mit denen des Keiles verglichen. Die durch 
Kinstellung auf Farbengleichheit ermittelten Skalenteile am Kolori- 
meter gaben die entsprechenden Mengen Neosalvarsan in der betreffen- 
den Verdiinnung an. Die Zusammenstellung der gefundenen Werte 
bzw. Skalenteile ergab vorstehende Abb. 1. 

Die vorstehenden Werte bleiben auch bestehen, wenn das Neo- 
salvarsan in Ringerlésung oder in Harn gelést wird, wobei in letzterem 
Falle bei Einstellung des Vergleichkeiles das Verdiinnen der Stamm- 
lésung mit dem gleichen Harn zu geschehen hat. Auf diese Weise 
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wurden auBer dem Keile mit 0,1] proz. Neosalvarsanlésung auch nov h 
solche mit Verdiinnungen 1: 5000 und 1: 10000, also mit 0,02- wid 
0,01 proz. Lésungen hergestellt. Bei entsprechenden Konzentration s- 
graden dieser Lésungen wurden am Kolorimeter die gleichen Skalen- 
teile erhalten wie in Tabelle I (s. Abb. 1) angegeben. Nur Serum. 
lésungen lieferten andere Werte. In Tabelle II ist eine iibersichtlicle 
Zusammenstellung der den einzelnen Skalenteilen korrespondierenden 
Neosalvarsanmengen bei Anwendung von Lésungen verschieden:: 
Konzentration gegeben. 
Tabelle II. 





Verdiinnung 1: 1000. Fie , | Verdiinnung | : 10000. 

aoe yer H,O, V by onan ot ae Lésungsmittel Verdiinnung 1 : 1000 
pede. ochsalzlésung, wie Sasciind wie vorstehend aufer Serum (Rinder) 

ingerlésung oder Harn Harn 


Skalens Neosalvarsan Skalens Neosalvarsan Skalens) Neosalvarsan Skalen-s Neosalvarsai 
teil g in 100 ccm teil g in 100 ccm teil g in 100ccm teil = g in 100 ccm 


15 0,09 15 | 0,018 15 0,009 12 0,09 
25 0,08 25 | 0,016 25 0,008 22 0,08 
35 0,07 35 0,014 35 0,007 32 0,07 
45 0,06 45 | 0,012 45 0,006 42 0,06 
55 0,05 55 | 0,010 55 0,005 52 0,05 
65 0,04 65 | 0,008 65 0,004 62 0,04 
75 0,03 75 | 0,006 75 0,003 72 0,03 
85 0,02 85 0,004 85 0,002 82 0,02 
9% | 001 95 0,002 95 0,001 92 0,01 


Somit lieB sich die quantitative Bestimmung des Neosalvarsans 
wenn solches in Wasser, physiologischer Kochsalzlésung oder in Ringer- 
lésung gelést war, bis zu 0,02%, entsprechend einer Verdiinnung 
1: 50000, erméglichen, qualitativ war der Nachweis bis zu einer Kon- 
zentration von 1: 100000 zu erbringen. Bei unverdiinntem Harn 
betrug die Grenze der quantitativen Ermittlung 0,004%, was einer 
Verdiinnung von 1: 25000 entspricht, qualitativ war Neosalvarsan 
noch im Verhiltnis 1:50000 zu erkennen. Weitere Beobachtungen 
iiber die angefiihrten Grenzzahlen hinaus ergaben ungenaue Befunde 
besonders bei Harn, wo oft schon bei Abwesenheit von Neosalvarsan 
durch Behandeln des Harns mit salpetriger Siure und Versetzen mit 
alkalischer Resorcinlésung schwach braun bis braunrétliche Farbungen 
auftraten. Derartige Farbténe diirfen nicht zur Beurteilung fiir die 
Anwesenheit von Neosalvarsan herangezogen werden, sondern nur 
solche, die absolut einwandsfrei die typisch rote Farbe des Neosalvarsan- 
azofarbstoffs haben. Wie zu Anfang bereits erwahnt, leistete in frag- 
lichen Fallen die Feststellung des Absorptionsspektrums ausgezeichnete 
Dienste. Dieselbe geschah mit Hilfe des von der Firma Leitz in Wetzlar 
konstruierten Mikrospektroskops, welches sich bei allen diesbeziiglich 
ausgefiihrten Untersuchungen sehr gut bewahrte. Es sei darauf hin- 
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vewiesen, daB, wie durch Versuche festgestellt wurde, Harn an und fir 
sich sowie nach Behandlung mit salpetriger Saéure und Hinzufiigen 
alkalischer Resorcinlésung kein Absorptionsspektrum gibt. Bei Serum 
liegen die Verhiltnisse insofern schwieriger, als der mehr oder minder 
starke gelbe Farbton des Serums sowie die fast stets vorhandene 
schwache Opaleszenz die Farbbeobachtungen bei verschiedener Kon- 
zentration des Neosalvarsanfarbstoffs stark beeinflussen. Man ver- 
diinnt daher am besten das Serum mit physiologischer Kochsalzlésung 
und stellt alsdann mit dem so verdiinnten Serum die Beobachtungen 
an. Sera, die stark gelb gefiirbt sind, wie Rinder- und Pferdeserum, 
verdiinnt man starker wie nur schwach gefirbte, zu denen Kaninchen-, 
Meerschweinchen- und Menschenblutserum zu rechnen sind. Auch 
bei den Untersuchungen, bei denen der Salvarsanfarbstoff in Serum 
gelést vorliegt, ist es zweckmaBig, das Absorptionsspektrum zur Be- 
urteilung mit heranzuziehen. Reine Sera zeigen kein Absorptions- 
spektrum. 

Die analytische Genauigkeit der quantitativen Bestimmung des 
Neosalvarsans auf kolorimetrischem Wege ist eine verhaltnismabig 
sehr gute, da, wie die Versuche der Tabelle III beweisen, die Fehler- 
grenze im Mittel nur 2,04°%, betragt. 


Tabelle III. 





Versuchs- Angewandte Kolorimetrisch Differenz 
nummer Aenge ermittelte Menge zwischen 
Neosalvarsan Neosalvarsan 1 und 2 


Prozentuale 
Differenz 


0,013 43 0,012 8 —0,00063  — 4,69 
0,006 7 0,006 2 — 0,000 5 — 7,46 
0,013 23 0,013 6 + 0,000 37 | 2.79 
0,019 85 0,018 45 — 0,001 4 — 7,05 
0,026 46 0,026 40 —0,00006  —0,22 
0,030 43 0,030 44 + 0,000 01 + 0,03 
0,039 69 0,038 40 —0,00129 — 325 
0,046 31 0,045 50 —0,00081 | — 2,74 
9 0,006 45 0,006 72 + 0,000 25 | 3.87 
10 0,002 15 0.00116 - —0,00099  — 4,60 


SHOT we 


Ahnlich verhalt es sich auch bei solchen Neosalvarsanlésungen, 
bei denen Harn oder verdiinntes Serum als Lésungsmittel angewandt 
wurde. Es kann somit diese Methode der quantitativen Bestimmung 
des Neosalvarsans im Harn, Serum und dergleichen angewandt werden, 
ohne daB hierbei nennenswerte Abweichungen von den tatsichlich 
vorhandenen Mengen dieses Stoffes zu befiirchten waren. Die quanti- 
tative Ermittlung des Neosalvarsans im Harn, die klinisch nicht ohne 
Bedeutung sein diirfte, wird zweckmifig in folgender Weise ausgefiihrt : 
Der nach Injektion entlassene Harn wird gemessen und auf je 100 ecm 
Harn Ilccm einer Kali-Natronlauge hinzugefiigt, die je 20g festes 
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KOH und NaOH in 100cem gelést enthalt. Dadurch wird iy 
schnelleres Absitzen des beim Stehen des Harns auftretenden Nieder- 
schlages bewirkt, zugleich Neosalvarsan in Lésung gehalten, welchvs 
eventuell teilweise mit dem Niederschlage ausgeschieden werden kénntv. 
Alsdann filtriert man und gibt zu 5 cem des klaren Harns aufeinander- 
folgend zehn Tropfen lOproz. Salzsiure und finf Tropfen 1 prov. 
Natriumnitritlésung unter Eiskithlung. Zu dieser Flissigkeit fiigt man 
alsdann einige Tropfen einer stark alkalischen Resorcinlésung, worauf 
bei Anwesenheit von Neosalvarsan eine mehr oder minder starke Rot- 
farbung auftritt. Das Ganze stellt man auf ein bestimmtes Volumen 
ein, méglichst konzentriert, und laBt am Kolorimeter unter Anwendung 
eines mit Neosalvarsanharn geeichten Keiles den Gehalt der zu unter- 
suchenden Fliissigkeit ab. 

Zweckmabig verwendet man einen Keil mit der Lésung 1 : 5000. 
Unter Beriicksichtigung des Verdiinnungsgrades la4Bt sich die mit der 
Gesamtharnmenge ausgeschiedene Quantitit Neosalvarsan ermitteln. 
Wie Tabelle IV zeigt, ist die Ausscheidung von unveriindertem Neo- 
salvarsan aus Harn sehr verschieden, und allgemein erfolgt nach den 
erstmaligen Einspritzungen eine stiarkere Abgabe, selbst bei Gegenwart 
kleinerer Gaben als wie spaterhin bei Anwendung gréBerer Dosen. 
Eine bestimmte Norm fiir den jeweiligen Grad der Abgabe des Neo- 
salvarsans nach den Einspritzungen la8t sich nicht aufstellen, vielleicht 
weil die Menge des ausgeschiedenen Neosalvarsans durch die Auf- 
nahmefahigkeit eines jeden einzelnen Organismus bestimmt ist. Ferner 
geben die quantitativen Bestimmungen nur dann zuverlassige Werte, 
wenn sie méglichst bald nach Ausscheidung des Harns aus dem Orga- 
nismus vorgenommen werden. Denn, wie Versuche der Tabelle V 
zeigen, tritt allmihlich eine Zersetzung des Neosalvarsans im Harn 
ein, die um so schneller vor sich geht, je geringer die vorhandene Menge 
Neosalvarsan ist. 


Tabelle IV. 





sd usgeschiedene Menge | | 
° ' | Gesamtmenge | Bezogen auf dic 


injizierte Menge 


Neosalvarsan 
a) nach 2 b) nach 6 
Stunden 


Versuchs: || Injizierte Menge 
nummer || Neosalvarsan 


} e 
Ausscheidung 


0,300 g 0,006 2 0 0,006 2 2,06 % 
0,450 0.03276 | 0,017.43 0.05019 | 11,15 
0,600 0,017 47 0 0.01947 | 2,91 
0,450 0,02827 | 0,019 20 0.04747 | 10,54 
0,600 | 001076 | 0 0,010 76 2,39 
0450 | 0,02888 | 0,02628 | 0,055 16 12,25 
0,300 | Nur Spuren von Neosalvarsan nach- | 

|weisbar, da bereits Zersetzung ein- 

getreten war. 
0,600 0,016 38 0 0,016 38 
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Tabelle V. 
Abnahme des Neosalvarsans im Harn durch Stehenlassen bei Zimmer- 
temperatur (0,1 proz. Lésung). 





In Lésung vor- ™* Nicht mehr nach- Prozentual 
Zeit gefundene Menge weisbare Menge pres a le 
Neosalvarsan Neosalvarsan seame 


pees .:°. . 0,090 0,01 10% 
2Stunden.... 0,080 0,02 20 

6 a Scheme 0,080 0,020 20 

24 s Per tae 0,080 0,02 20 
2 a ree 0,078 0,022 22 

6 Bete) ein p 0,056 0,044 4 

9 Ee ge AR Gt a Nur noch Spuren nachweisbar, quantitativ 

nicht mehr zu ermitteln. 

Durch Vergleichsversuche wurde festgestellt, daB die vorstehende 
Methode der quantitativen Bestimmung des Neosalvarsans im Harn 
sehr gute Resultate gibt. Ferner wurde noch die Brauchbarkeit des 
Azoneosalvarsanfarbstoffs beziiglich seiner Verwendung fir Keil- 
lésungen ermittelt. Versuche ergaben, daBi die mit diesem Farbstoff 
eingestellten Lésungen genau die gleichen Farbténe bzw. Skalenteile 
am Kolorimeter ergaben, als wenn entsprechende Mengen Neosalvarsan 
jeweilig diazotiert und mit alkalischer Resorcinlésung gekuppelt waren. 

AnschlieBend an die Arbeit von M. Hahn und E. Remy!) ,,Uber 
die Aufnahme von Quecksilberchlorid und Trypaflavin durch Bakterien 
und Kérperzellen‘‘, wurden Adsorptionsversuche in entsprechendem 
Sinne mit Neosalvarsan angestellt. Die genau abgewogene Substanz 
wurde in 10 cem physiologischer Kochsalzlésung oder in Rinderserum, 
das bei 56° inaktiviert war, je nach Anordnung der Versuchsbedingungen, 
gelést und diese Lésung zu einer bestimmten Menge zentrifugierter 
Bakterienmasse oder zerkleinerter Meerschweinchenleberzellen gegeben. 
Das Gemisch schiittelte man 15 Minuten bei + 37°C und bestimmte 
mittels des oben angegebenen kolorimetrischen Verfahrens die nicht 
adsorbierte Menge Neosalvarsan. Die bei unseren Versuchen erhaltenen 
Werte sind in Tabelle VI zusammengestellt. 

Vergleichen wir die Adsorptionswerte des Neosalvarsans fiir Koli- 
bakterien mit denen der Leberzellen, so machen sich hierbei keine 
nennenswerten Unterschiede bemerkbar, wie solche bei unseren friiheren 
Versuchen mit Trypaflavin und Quecksilberchlorid festgestellt wurden, 
wo Bakterienzellen stets mehr adsorbierten wie tierische. Auch bei 
obigen Versuchen haben wir die gleiche Erscheinung wie beim Trypa- 
flavin bzw. Quecksilberchlorid, nimlich da8 aus physiologischer Koch- 
salzlésung mehr Neosalvarsan herausgelést wird wie bei Gegenwart von 
inaktiviertem Serum. Es hilt somit scheinbar das Serum einen Teil des 


1) M. Hahn und E. Remy, Deutsch. med. Wochenschr. 1922, Nr. 24, 
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Tabelle VI. 
Zugefiigte Menge) 4, 2 | Nicht ads Bezogen | Bezogen | Feucht 
Angewandte Nesediveman 35 cpeilerts 5 ey auf 100 g auf 100g ‘keits , 
Nr. enge 10 ccm physios 4.5 | Menge eee frische | getrockn. | gehalt der 
Bakterienmasse on Né JO cw le lavage ——— eppoenong — 
1 0,4203 0,0100 15’ 0,0070 = 0,0030 0,71 431 83,58 
2) 0.1692 0.0100 (15 0.0082 00018 1.06 7,32 | 85,53 
36,4448 0,0200 15 0,00966 0,01034 232 1436 83.58 
4 0,4757 0,0300 15  0,0180 | 0,0120 2,52 15,60 83,58 
5 0,4520 0,0400 15 0,0245 | 0,0158 3,42 21,17 83,58 
6 0,2659 0,0400 15 0,0308 | 0,0920 3,45 25,98 | 85,53 
7 0.2745 0.0500 15 0,0390 0,0110 400 23.84 85.53 
8 0,3822 0,0600 15 | 0,0375  0,0225 5,88 40,63 85,53 
In Serum gelést 
9 0,1768 0,0300 15 0,0279 0,0021 1,18 7,63 84,55 
Frische Meer: : 
SEE BEN we I hysiolog. 
—— Koc aliens 
10. —-0,5787 0,0300 15 /0,0119 0,0182 314 1388 | 77,39 
11 0.5620 00450 15 |0,0287 0.0163 293 1295 | 77'39 
12) 0.5737 0.0600 15 oe 0.0252 442 1954 | 7739 
In Serum gelést 
13 0,502 0,0300 15 | 0,0224 0,0076 138 610 | 77,39 


Neosalvarsans zuriick, der nicht zur Adsorption gelangt. Ferner wurde 
bei Versuch 10 ermittelt, inwieweit die Adsorption des Neosalvarsans 
wieder riickgingig gemacht werden kann, was durch wiederholtes 
Ausschiitteln der mit Neosalvarsan behandelten Leberzellen mit je 
10 cem physiologischer Kochsalzlésung geschah. Hierbei zeigte sich, 
daB von 3,14% adsorbierter Substanz bei der ersten Ausschiittelung 
0,35°%, wieder herausgelést werden konnte, also ein verhaltnismifig 
geringer Betrag. Die zweite Ausschiittelung wies Neosalvarsan nur 
noch in Spuren auf. 

AuBer den Adsorptionsversuchen des Neosalvarsans gegeniiber 
tierischen Zellen wurde noch ein Durchspiilungsversuch ausgefiihrt, 
bei dem eine Meerschweinchenleber im Gewicht von 42 g mit 125 ccm 
Ringerlésung, die 0,02°% Neosalvarsan gelést enthielt, 2 Stunden lang 
durchspilt wurde. Nach 15 Minuten trat eine ziemlich konstante 
Adsorption ein, die 30 Minuten lang anhielt, sodann stieg dieselbe 
allmahlich, bis nach Verlauf von 2 Stunden der Versuch abgebrochen 
werden muBte, da die Leber stark zu tropfen begann. Die Zunahme 
der Adsorption bei diesem Versuche ist in Tabelle VII wiedergegeben. 

Fir den Verlauf des Adsorptionsvorgangs trifft die von Freundlich 
aufgestellte Adsorptionsisotherme!), ein mathematischer Ausdruck fiir 


1) Nernst, Theoretische Chemie, 8. bis 10. Aufl. 1921, 8. 570; Zzigmondy, 
Kolloidchemie, 2. Aufl. 1918, 8. 90; L. Michaelis, Praktikum fiir physika- 
lische Chemie, 1921, S. 109. 
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Tabelle VII. 





Gehalt der 
austretenden Flissigkeit 


Zeit an Neosalvarsan 
"10 

Nach 2Minuten..... 0,015 

Fe 15 nN eee herd 0,010 

= 30 is Paras Ma 0,010 

99 45 a Dt We aK 0,010 

aa 60 ses ep A 0,0076 

o” 90 3 Ee: 0,0064 

a. ae Je Ripe ehh 0,0054 


die Abhangigkeit des Adsorptionsvorgangs von der Konzentration 
der adsorbierenden Substanz in dem das Adsorbens umgebenden Medium, 
in nur ganz beschranktem Umfange zu, wie durch unsere Versuche 


und Berechnungen festgestellt werden konnte. Die Abweichungen von 
1 


dem Formelausdruck z/m = a.c" waren mitunter ganz erhebliche, 
nur fiir ein gewisses Bereich hatte diese Formel ihre Giiltigkeit, wie 
dieses auch fiir manche andere Stoffe zutrifft. Sie besitzt den Typ 
einer ausgesprochenen Interpolationsformel. Die Konstante « wurde zu 
1,41, die Konstante 1/n zu 0,85 ermittelt. 

Bei der Aufnahme des Neosalvarsans durch Koérperzellen und 
Bakterien deuten alle Erscheinungen darauf hin, dab wir es mit einem 
Adsorptionsvorgang zu tun haben, der, wenn er auch nicht den aus- 
gepragten Charakter eines solchen trigt, doch in sehr nahen Beziehungen 
zu ihm steht. Es ist zu bedenken, daB zwischen Stoffen bekannter 
Zusammensetzung, wie wir solche in den chemischen Verbindungen 
haben, und denen in organischen Zellen wesentliche Unterschiede be- 
stehen beziiglich ihrer chemischen und physikalischen Eigenschaften, 
welches Verhalten sich auch unter anderem in den Adsorptionserschei- 
nungen auspragen diirfte. Wiahrend wir bei Gegenwart organischer 
oder anorganischer Stoffe bestimmter Konstitution das Wesen der 
Adsorptionserscheinung eingehend verfolgen kénnen, daher auf Grund 
der Befunde sich bestimmte Gesetze oder Regeln aufstellen lassen, 
miissen wir uns bei Gegenwart von Zellmaterial schon damit begniigen, 
wenn die bei unseren Versuchen sich ergebenden Resultate mit denen 
fiir Stoffe bekannter Zusammensetzung annihernd iibereinstimmen. 
Fir den Vorgang einer Adsorption des Neosalvarsans mag auch die 
Tatsache herangezogen werden, da Bakterien nach Behandlung mit 
Neosalvarsan, selbst in hochkonzentrierter Lésung, nicht unmittelbar 
abgetétet werden, wie unsere diesbeziiglichen Versuche mit Koli zeigten, 
sondern erst bei langerer Einwirkung ihre Lebensfunktionen einbiiBen'). 


1) O. Schiemann und Ishinara, Zeitschr. f. Hygiene 77, 49, 1914. 








142 E. Remy: 


Wiirde es sich hierbei um einen rein chemischen ProzeB handeln, dvr 
zwischen Bakterienplasma und Neosalvarsan sich abspielte, so miiliic 
eine Verbindung entstehen, die die Funktion der Bakterienzelle jy 
einer bestimmten Weise unmittelbar beeinflussen wiirde, es miilic 
dann bei Anwendung einer bestimmten Konzentration des Neosalvarsa s 
dieses in unverinderter Form nicht mehr nachweisbar sein, was abc: 
den bisher gemachten Erfahrungen widerspricht. Durch die Adsorption 
kann zunichst eine Schidigung der Zellmembran des Bakterienleibes 
stattfinden, die mehr oder minder schnell vor sich geht, je nach deren 
Resistenz. Ist die Schidigung der Zellmembran in solcher Weise er- 
folgt, daB nunmehr das Neosalvarsan mit dem Zellinhalt in Reaktion 
treten kann, wobei aber die Bildung einer chemischen Verbindung 
zwischen beiden Stoffen nicht zu erfolgen braucht, so wird damit dic 
Zellfunktion eine Anderung erleiden. Der EinfluB des Neosalvarsans 
auf die Bakterienzelle wiirde im angegebenen Sinne ein indirekter 
sein, wie es bei dem Vorgang der Adsorption der Fall ist. 


Zusammenfassung. 

1. Die qualitative und quantitative Bestimmung des Neosalvarsans 
im Harn und Serum 1a6t sich mit Hilfe der von Abelin aufgefundenen 
Diazoreaktion bei Anwendung des Autenriethschen Kolorimeters bis 
zu nachstehenden Verdiinnungen einwandsfrei durchfiihren: 

a) fir Harn, qualitativ 1: 50000, 

b):- ,; ‘i quantitativ 1 : 25000, 

c) ,, Serum, qualitativ 1: 80000 (je nach dem Grade der Ver- 

diinnung des Serums), 

d) ,, 5, quantitativ 1 : 50000. 

Die Fehlergrenze der quantitativen Ermittlung schwankt zwischen 
2 bis 3%. 

2. Der bei der Diazoreaktion entstehende und von mir isolierte 
Farbstoff ist das Natriumsalz der p-Dioxybenzolazodioxyaminoarseno- 
benzolmonomethansulfinsdure, ein in Rhomben kristallisierender Kérper. 
Derselbe ist in Wasser leicht léslich, weniger in Alkohol und zersetzt 
sich, ohne zu schmelzen, bei héherer Temperatur. Der Farbstoff ist 
auf Wolle fixierbar, neigt bei seiner Bildung leicht zur Verharzung 
und zeigt die Eigenschaften eines Indikators. Eine 0,1 proz. Lésung 
desselben in Wasser oder Alkohol, Harn oder Serum zeigt im Spektro- 
skop eine einseitige Absorption von 4 560 uu ab, die als wertvolles 
Diagnostikum bei der Beurteilung der Gegenwart von Neosalvarsan 
mit herangezogen werden kann. 

3. Bei der Aufnahme des Neosalvarsans durch Bakterien oder 
K6rperzellen sprechen die Befunde fiir den Vorgang einer Adsorption, 
und zwar ist diese bei Gegenwart einer Neosalvarsanlésung, mit physio- 
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logischer Kochsalzlésung bereitet, starker als bei einer solchen 
mit Serum hergestellten. Es werden nimlich aus Serumlésung rund 
50% weniger Neosalvarsan adsorbiert als bei Anwesenheit physio- 
logischer Kochsalzlésung. Auf den Adsorptionsvorgang ist die Freund- 


lichsche Adsorptionsisotherme nur fiir bestimmte Konzentrationen an- 
1 


wendbar, gréBere Abweichungen von dem Ausdruck a/m = %.c" 
treten bei Anwendung sehr geringer sowie sehr konzentrierter Lésungen 
auf, naémlich unter 0,1°% und iiber 0,6%. 

4. Fiir das Zustandekommen einer chemischen Verbindung bei 
Kinwirkung des Neosalvarsans auf Bakterien sind Beweise nicht an- 
zufihren, es spricht vielmehr das ganze Verhalten der Aufnahme des 
Neosalvarsans gegen eine solche Annahme. Die Wirkung des Neo- 
salvarsans auf die Bakterien diirfte lediglich eine indirekte sein. 


Im AnschluB an vorstehende Arbeit méchte ich es nicht versiumen, 
Herrn Dr. Eyrich, Assistent an der Hautklintk der Universitat Freiburg, 
fir seine liebenswiirdige Unterstiitzung meinen verbindlichsten Dank 
auszusprechen, ebenso den Farbwerken Meister, Lucius u. Briining, 
Hochst a. M., fiir das mir zur Ausfiihrung meiner Versuche zur Ver- 
fiigung gestellte Neosalvarsan. 








Weitere Beitrige zur Nephelometerapparatur und der Methodik 
nephelometrischen Arbeitens. 


Von 
Hans Kleinmann. 


(Aus der chemischen Abteilung des pathologischen Instituts der Charité 
Berlin.) 


(Eingegangen am 1. Februar 1923.) 
Mit 3 Abbildungen im Text. 


In dem Bestreben, eine genaue und einfache Mikromethodik zur 
Bestimmung des Calciums auszuarbeiten, wurde der Versuch gemacht, 
eine nephelometrische Methodik der Ca-Bestimmung mit Hilfe des 
Nephelometers nach Kleinmann!) zu schaffen. Uber diese Arbeit 
wird in einer anschlieBenden Veréffentlichung berichtet. 

An dieser Stelle seien einige Erfahrungen und Vorschriften be- 
sprochen, die sich aus der anhaltenden Beschiftigung mit der nephelo- 
metrischen Methodik ergeben haben und die ganz allgemein das Prinzip 
der nephelometrischen Bestimmung an sich betreffen. 

Die nephelometrische Methodik ist mehrfach und ausfiihrlich an 
anderen Stellen beschrieben worden!). Es mu8 daher hinsichtlich 
ihrer auf diese Arbeiten verwiesen und betont werden, daB die dort 
angegebenen Punkte aufs genaueste zu beachten sind. 

Hier soll nur auf einige Anderungen in der Methodik, konstruk- 
tive Verbesserungen des Apparates sowie auf einige allgemeine nephelo- 
metrische Fragen eingegangen werden. 


I. Bemerkungen zur Apparatur. 
1. Apparaturdnderungen. 

Bevor einige Einwendungen besprochen werden, die hinsichtlich 
des Nephelometers gemacht worden sind, sei darauf hingewiesen, da(} 
von Stefan Rusznydk*) in einer Arbeit mit dem Titel ,,Die Umgestaltung 
des Chromophotometers von Plesch in ein Nephelometer“ ein Apparat 


1) H. Kleinmann, diese Zeitschr. 99, H. 1—6, S. 115—149, 1919; 
derselbe, Kolloid-Zeitschr. 27, 236, 1920. 
*) S. Rusznydk, diese Zeitschr. 188, H. 4—6, S. 365. 
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beschrieben und abgebildet worden ist, der in Prinzip und Optik bis 
in die Einzelheiten der Konstruktion identisch mit dem von mir in 
dieser Zeitschrift 99, H. 1—6, 8. 139/31 abgebildeten und beschriebenen 
Apparat ist. Der einzige Unterschied besteht darin, daB die Nephelo- 
meterapparatur bei ihm herausnehmbar, bei mir aber fest montiert 
ist, was zur Sicherung der Apparaturexaktheit geschehen ist. 

Auch sein Prinzip, der Umbau des Pleschschen Chromophotometers, 
ist das meinige, wie auf §. 132 des zitierten Bandes ausfiihrlich dar- 
gelegt ist. Es eriibrigt sich daher, auf die von Rusznyék erfolgte Gegen- 
iiberstellung seiner Konstruktion mit dem Nephelometer nach Klein- 
mann weiter einzugehen. 

Von Weinberg!) ist in dieser Zeitschrift eine eingehende Kritik 
meiner Nephelometerapparatur erschienen. Diese griindet sich aber 
in ihren hauptsachlichsten Punkten auf einer falschen Beschreibung 
meines Apparates und zeigt, daB der Autor diesen nicht in Hianden 
gehabt hat. 

So schreibt Weinberg: ,,Beim Koberschen Instrument reicht 
der Lichtschirm ebensoweit nach unten als die Tauchréhre. Beim 
Kleinmannschen Apparat dagegen 2cm weiter nach unten. Im letzt- 
genannten Apparat ist dadurch zwischen dem Tauchrohr und der un- 
beleuchteten Fliissigkeitssiule eine Schicht, welche das Licht.aus dem 
beleuchteten Teil reflektiert. Diese Einrichtung ist also theoretisch 
falsch.* 

Diese Kritik und die sich daran anschlieBenden Folgerungen sind 
hinfallig, da sich meine Tauchzylinder nicht 2 em, wie Weinberg schreibt, 
sondern 2mm iiber dem Tyndallkegel befinden. Diese Einrichtung 
ist bewuBt getroffen, um zu gewihrleisten, daB der Tyndallkegel sicher 
durch die scharfen Schneiden der Fensterblenden und nicht durch die 
Tauchrohren gebildet wird, was optisch fehlerhaft wire. Gerade diese 
Kinrichtung, die Weinberg kritisiert, erachte ich als eine wesentliche 
Verbesserung des Koberschen Apparattypus. Die 2mm hohe Fliissig- 
keitsschicht tiber dem Tyndallkegel ist praktisch bedeutungslos. 
Ubrigens sind die Tauchzylinder herunterschraubbar, und es ist somit 
moglich, diese Schicht noch bis auf h = 0 zu verkleinern. Man ver- 
gleiche iiber den EinfluB dieser H6he und die Genauigkeit der Messung 
die vortreffliche mathematische Behandlung der Nephelometrie durch 
Lednicky?). 

Richtig dagegen ist, wenn Weinberg sagt, daB es fehlerhaft sei, 
daB durch Verschieben eines Fensters vor den GefaBen, die mit triiber 
Lésung gefiillt sind, in ihnen eine unbeleuchtete verschieden hohe 


1) Weinberg, diese Zeitschr. 125, 292, 1921. 
®) Lednicky, Kolloid-Zeitschr. 82, H. 1, 8. 12—17, 1923. 
Biochemische Zeitschrift Band 137. 10 
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Bodenschicht triiber Lésung entsteht, die das Licht der iiber ihr stehe,:- 
den, den Tyndallkegel gebenden Suspension ungleich stark reflektie 
Nur mu ihm entgegnet werden, daB bei der Koberschen Anordnun:, 
die er tibernimmt, bei der nicht ein Fenster vor dem GefaiB, sonder 
das GefaiB selbst gegen eine Tauchréhre bewegt wird, diese fehlerhaft«, 
reflektierende unbeleuchtete Schicht ebenfalls vorhanden ist, und zwar 
iiber dem Tyndallkegel. Es ist also in seiner Anordnung der gleiche 
Fehler vorhanden. Es hat sich aber nun rein erfahrungsgema8 heraus- 
gestellt, daB dieser tibrigens kaum zu beseitigende Fehler so minimal 
ist, daB er innerhalb der Fehlergrenze von 1%°% gar nicht in Frage 
kommt. Er ist also theoretisch wohl vorhanden, kommt aber praktisc hi 
nicht in Betracht. 


Weinberg hat nach dem Studium verschiedener Nephelometer betont, 
da8B die Nephelometer von Kober!) und Kleinmann die geeignetsten seien, 
beiden aber Mingel anhaften, die er in einer Kombination beider Apparat- 
formen zu vermeiden sucht. 

Hier mu8 mit Nachdruck darauf hingewiesen werden, daB eine Gleic! 
stellung der Anwendbarkeit der Nephelometer von Kober und des Nephelo- 
meters nach Kleinmann der Firma Schmidt & Haensch schon deshalb 
nicht mdglich ist, weil es erst mit Hilfe des letzteren iiberhaupt gelang, 
die Beziehungen zwischen Triibung und Konzentration exakt aufzukliren. 
Erst durch die Ausschaltung der prinzipiellen Fehler des Koberschen In- 
strumentes ist es mdglich gewesen, zu exakten Messungen und daher zu 
einer objektiven Beurteilung einer Triibung zu gelangen. Die Verbesse 
rungen aber, die Weinberg vom Koberschen Instrument aus auf das Schmidt 
& Haensche in seiner Kombinationsform iibertrigt, verbessern dasselbe 
durchaus nicht, sondern belasten es zum Teil. Da’ eine Verbesserung 
des letzteren durch Weinberg iiberhaupt nicht vorliegt, geht daraus hervor, 
daB Weinberg genau die gleichen Resultate erzielt wie Kleinmann mit 
dem von ihm benutzten Instrument. Er bestatigt Kleinmann in seiner 
Polemik gegen Kober vollkommen darin, daB, wenn man die Koberschen 
Apparatfehler ausschaltet, mugen age von Triibungen gleicher Teilchen- 
groBe bei einem Fehler von etwa %% vollkommene Proportionalitiit 
zwischen Triibung und Konzentration ergeben. Weinberg kommt also 
auch mit seinem verbesserten Apparat nicht iiber einen durchschnittlichen 
Fehler von 4% hinaus, was verstindlich, da ein derartiger Fehler im 
Wesen fast jedweder photometrischen Methodik liegt. 

Daher sind alle Verbesserungen, deren Einflu8 nur ein Bruchteil 
dieses Fehlers ist, nicht nur unniitz, sondern sogar fehlerhaft, denn sic 
fiihren zu einer Scheingenauigkeit, wie sie etwa ihr Analogon in der Angabe 
der zweiten Dezimale hinter dem Komma bei einer Analyse findet, deren 
Genauigkeit an sich nicht groSer ist als ganze Einheiten. 

Des weiteren belasten sie aber die Methodik durch Komplizierung der 
Apparatur und der Arbeitsform. Denn der wesentlichste Vorteil des Ne- 
phelometers nach Kleinmann ist seine Einfachheit. Es ist nie behauptet 
worden, da das Instrument theoretisch ideal sei, sondern nur, dal} 
Messungen mit dem photometrischen Fehler von durchschnittlich 1 °, 


1) Kober, Journ. of Biol. Chem. 18. 
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exakt durchfiihrbar seien. Apparaturen, die die Messung noch verfeinern 
wollen — ich erinnere hier an das vortreffliche Tyndallmeter von Mecklen- 
burg und Vallentiner') —, machen die Messung auSerordentlich kompliziert 
und daher fiir analytische Zwecke, speziell physiologisch-chemische, un- 
geeignet. Eine Verbesserung, die aber die Messung nicht verfeinert, sondern 
sie nur kompliziert, ist, wie schon gesagt, fehlerhaft. So bemangelt beispiels- 
weise Weinberg das Fehlen einer Beleuchtung der Apparatur mit wirklich 
parallelem Licht. Bei dem Schmidt & Haenschen Nephelometer ist eine 
annahernd parallele Beleuchtung dadurch erzielt, daB das ganze Instrument 
sehr klein gehalten ist, die Héhe der verwendeten Tyndallkegel nur 40 mm 
betragt und die Beleuchtungsquelle hinsichtlich zu dem kleinen beleuchteten 
Aussehnitt in dem groBen Abstand von 34m aufgestellt ist. Dieses Be- 
leuchtungsverhaltnis gibt eine ausreichend parallele symmetrische Be- 
leuchtung. 

Weinberg schaltet zwischen Lichtquelle und Apparat ein Linsen- 
system, um wirklich paralleles Licht zu erhalten. Die Vorstellung 
aber, hierdurch wirklich paralleles Licht zu erhalten, ist durchaus 
irrig, da kein derartiges Linsensystem ein auch nur annihernd paralleles 
Licht liefert. Die Verbesserung kompliziert die Apparatur nur, ohne 
ihr irgendwie zu niitzen. 

Dagegen ergab sich bei der Untersuchung von Calciumtriibungen, 
da8 einige Punkte in der Apparatkonstruktion einer Korrektur be- 
diirften, die bei der Herstellung neuer Instrumente schon durchgefihrt 
werden, bei den in Benutzung befindlichen aber von dem Eigentiimer 
selbst leicht vorgenommen werden kénnen. 

Als eine Quelle vieler Fehlerméglichkeiten zeigte sich die schlechte 
Beschaffenheit der Reagenzgliser, die zur Aufnahme der zu unter- 
suchenden Lésungen dienen. Da dieselben aus gewdhnlichem Glase 
bestehen, zeigen sie durch das Ziehen der Réhren bedingte Rieflungen 
und Unreinheiten. Diese Unreinheiten des Glases kénnen aber bei 
der Untersuchung von schwachen Triibungen zu recht unangenehmen 
Fehlerquellen werden, da ihr Einflu8 ein recht betrachtlicher ist. Der 
Ersatz dieser Reagenzgliser aus solchen aus optischem Glase, wie es fiir 
die Herstellung von Linsen verwandt wird, ist deshalb leider nicht 
méglich, da zurzeit Réhren aus solchem Glase nicht hergestellt werden 
kénnen. Der Ersatz aber der Glaser durch Trége ist deshalb bedenklich, 
da die Kittung all dieser Trége nicht absolut zuverlissig ist. Versuche 
mit Trégen besten Kittes sind von der Firma Schmidt & Haensch 
angestellt und haben zu guten Resultaten gefiihrt. Die Firma liefert 
nunmehr auch vierkantige Trége, und zwar ist das Nephelometer 
dahin geaindert worden, daB sowohl Reagenzgliser als auch Trége 
beliebig in die Apparatur eingefiihrt werden kénnen. Es ist not- 
wendig, vor Beginn des Arbeitens mit dem Nephelometer streng auf 


1) W. Mecklenburg und S. Valentiner, Zeitschr. f. Instrumentenkunde 
84, 209— 220, 1914. 
10 * 
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die Reagenzglaser zu achten und sie durch Messung von Lésungen 
gleicher Triibung auf beiden Seiten des Instrumentes zu priifen. Zweck. 
maBig sind ungleichartige Glaser zu verwerfen, da sich bei einiger 
Miihe doch stets Glaser heraussuchen lassen, welche den Anspriichen 
geniigen. Zu achten ist darauf, daf stets die gleichen Peripheriehalften 
dieser Glaser bei verschiedenen Messungen dem Lichte zugekehrt 
sind, was leicht durch die auf ihnen angebrachte Einfillmarke, dic 
stets nach hinten (zum Beobachter) sehen soll, erzielbar ist. Sind 
gute Glaser nicht beschaffbar, so miissen die Glaser nach der Messung 
umgetauscht und das Mittel aus diesen Ablesungen als MeBwert zu- 
grunde gelegt werden. 

Ein weiterer Punkt, auf den zu achten ist, ist der, daB bei der 
bisherigen Konstruktionsform die Abdichtung der Glaser gegen Neben- 
licht noch nicht ganz zureichend ist. Vor allem diirfen die Glaser sich 
nicht gegenseitig beleuchten. Auch ist es zurzeit noch méglich, dab 
durch den Mantel des Beobachters reflektiertes Licht von hinten her 
auf die nicht absolut lichtdicht abgedeckten Glischen fallt. Dieser 
Fehler ist auBerordentlich geringfiigig und bei gewéhnlichen Messungen 
nicht festzustellen, tritt aber in Erscheinung, wenn man auf die eine 
Seite des Nephelometers klares, optisch leeres Wasser setzt. Die 
Korrektion wird von der Firma so ausgefiihrt, daB der die Glaschen 
umgebende Schutzkasten lichtdicht angelegt wird und durch eine 
Scheidewand auch die Glischen direkt selbst voneinander getrennt 
werden. 

Fir die bis jetzt schon im Gebrauch befindlichen Apparate lait 
sich die Trennung der Glaschen leicht durch ein Stiickchen zurecht- 
geschnittener schwarzer Pappe, die Lichtdichtung nach hinten und 
oben durch ein tiber das Schutzkistchen gelegtes schwarzes Tuch 
bewerkstelligen. 

Diese Korrektionen ergaben sich erst jetzt, da mit dem fabrik- 
mabBig hergestellten Apparat gearbeitet wurde, wihrend bei den fritheren 
Messungen ein weniger empfindliches Modell in Anwendung kam 
Ihr Einflu8 ist ein sehr geringer, bei absolut exakten Arbeiten aber 
zweckmabig zu beriicksichtigen. 


2. Mikronephelometrie*). 

Bei der Untersuchung von Substanzen, die nur in auBerordentlich 
geringer Menge zur Verfiigung stehen, hat es sich als ein Nachteil der 
bisher bestehenden Nephelometerform herausgestellt, daB sie Gefiafe 
anwendet, die etwa 12ccm Flissigkeit zur Messung beanspruchen. 


1) Die Apparatur wird von der Firma Schmidt & Haensch, Berlin, 
Prinzessinnenstr. 16, geliefert. 
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Es wurde daher versucht, eine Konstruktionsform zu schaffen, 
die auch die Untersuchung sehr geringer Flissigkeitsvolumina ermég- 
licht. Gemeinsam mit der Firma Schmidt & Haensch wurde daher 
ein Zusatzteil zu dem bisherigen Nephelometer gebaut, der gestattet, 
dasselbe sowohl fiir Makrountersuchungen (12 ccm Fliissigkeitsvolumen) 
und Mikrountersuchungen (2,6 und 1,5 ccm Fliissigkeitsvolumen) zu 


benutzen. 


Mi 












































Zu diesem Zwecke werden -zwei eintauchende Glaszylinder K ge- 
liefert, die von kleinerem Durchmesser sind als die bisher am Apparat 
befindlichen und durch Einschrauben gegen diese umgetauscht werden 
kénnen. Eine im Strahlengang einschaltbare Blende Mi paBt den 
Strahlengang dem Durchmesser dieser kleinen Zylinder an. Die Reagenz- 
glischen R, von 2,6ccm Fassungsvermégen und das etwas kiirzere 
und daher mit einem Glasstiel versehene Glischen R, von 1,5 ccm 
Fassungsvermogen, die je nach Eignung fiir die kleinen Tauchzylinder 
verwandt werden kénnen, wiirden an sich eine so starke Lichtbrechung 
bedingen, da8 der durch den Kreis angedeutete Raum zur Lichtentnahme 
der Abb. 2 klein bemessen wire. 

Daher ist das Reagenzglischen R in einem Glastrog 7’ montiert, 
der mit dem Lésungsmittel, das in R eingefiillt wird, anzufiillen ist. 
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Hierdurch wird die Brechung, wie aus Abb. 3 hervorgeht, vermind:: 
und geniigend Platz fiir den Tauchzylinder geschaffen. 

Das System Trog-Reagenzglas ist fertig zum Einschieben in din 
Apparat montiert. Die Anordnung ist aus der Abb. 1 ohne weiter:s 
verstandlich. 

Die Einrichtung erméglicht die Untersuchung von Sera und ahn- 
lichen, nur in geringer Menge beschaffbaren Substanzen, und setzt 
die absolute Grenze der Bestimmbarkeit nephelometrischer Substanzen 
um das Achtfache herab. 


3. Hin neuer Trisbungsstandard. 

Bei vergleichenden Messungen, speziell analytischen, ist es zweifello- 
das prinzipiell richtigere Vorgehen, die untersuchte Triibung gegen 
eine solche bekannten Gehaltes, die gleichzeitig durch dieselbe Reaktion 
wie die unbekannte erzeugt wird, zu vergleichen, anstatt diese gegen 
einen festen Triibungsstandard zu messen, da hierdurch die bei He: 
stellung einer Triibung oft nicht faBbaren und beherrschbaren Varia. 
tionen der Herstellungsbedingungen durch die Relativitaét der Messung 
zum Fortfall gelangen. 

Andererseits ist es aber bei Schwierigkeit der Beschaffung ge- 
eigneter Vergleichslésungen (beispielsweise EiweiBgemische) oder bei 
Untersuchungen, die die Veranderung einer Triibung in der Zeit bx 


treffen, unbedingt notwendig, einen festen unverinderbaren Triibungs- 
standard zu besitzen. 


Dieser muB die Eigenschaften besitzen: 1. in seiner Starke un- 
verinderbar zu sein, 2. abstufbar zu sein und 3. sich in seiner Farhe 
der Farbung der verschiedenen Triibungen anpassen zu kénnen. Denn 
die verschiedenen Triibungen variieren, obgleich sie fast stets von 
blaulichweiBer Farbe sind, in ihrer Nuance von blau bis gelb recht 
betrachtlich. Zur Einstellung auf gleiche Helligkeit ist aber Farbgleichheit 
unbedingt notwendig, wenn man nicht monochromatisches Licht an- 
wenden will, was wiederum infolge der hierzu notwendigen Apparatur 
und der erforderlichen Lichtstirke seine Schwierigkeiten hat. 

Von H. Bechhold und F. Hebler') ist nun ein Triibungsstandard 
in Form einer glycerinhaltigen Bariumsulfattriibung hergestellt, der 
etwa 6 Monate haltbar ist. Diese Triibung ist zweifellos tiberall da 
verwendbar, wo, wie z. B. bei Bestimmung der TeilchengréBe, eine 
Vergleichslésung von bestimmter TeilchengréBe notwendig ist. In 
weiteren Sinne befriedigt sie aber nicht restlos, da sowohl ihre Her 
stellung einige Miihe bereitet als sie auch hinsichtlich ihrer Hellig- 
keit und vor allem ihrer Farbung ein fiir allemal festgelegt ist. 


1) H. Bechhold und F. Hebler, Ein Triibungsstandard, Kolloid-Zeitschr 
31, H. 3, S. 132—137. 





inde rt 


in den 
eiteres 


| ahn- 
setzt 


anzen 


ifellos 
gegen 
tion 
pegen 
Her 
aria- 


sung 


ge « 
. bej 
5 be- 
ings- 


un- 
‘arbe 
Jenn 
von 
echt 
heit 
an- 
atur 


lard 
der 
da 
sine 
Im 
ler 
lig- 


shr 


Nephelometerapparatur usw. 151 


Es wurde daher von mir versucht, auf anderem Wege als dem 
der Herstellung einer stabilen Triibung einen geeigneten und vor allem 
variationsfihigen Triibungsstandard herzustellen. 

Dies gelang auf folgendem Wege. Die Winde eines Reagenz- 
glases, wie es zur Aufnahme von Fliissigkeit fiir die nephelometrische 
Untersuchung dient, werden in einer Form, die eine verianderbare 
Starke gewihrleistet, mattiert. Die mattierten weiBen Flichen werfen 
ein diffuses Licht auf einen am Boden des Glases befindlichen gefarbten, 
und zwar wiederum in variierender Farbe herstellbaren Bodenkérper, 
der das Licht dann aufwirts in den Eintauchzylinder des Nephelo- 
meters reflektiert. 

Die praktische Ausgestaltung dieses Prinzips gestaltet sich auBer- 
ordentlich einfach. 

Ein Nephelometergliischen, das, um Reflexionen von der Wand 
aus zu vermeiden, weiter sein soll als die sonst iiblichen, wird mit einer 
Suspension aus einer aitherischen Kollodiumlésung und einem weiben 
indifferenten feinkérnigen Pulver, wie z. B. Talkum, ausgegossen, 
wodurch eine, je nach Menge des Talkums abstufbare gleichmaBige 
Mattierung des Glischens ‘erreicht wird. Nach vdlliger Trocknung 
der Kollodiumschicht wird in das Glischen bis etwa 4 bis 4 Hohe 
ein Bodenkérper in Form eines gefirbten Pulvers gefiillt. Als sehr 
geeignet ergab sich mir eine Mischung, die aus Talkum, fein pulve- 
risiertem Kupfersulfat und blauem Lackmuspulver bestand. Durch 
Variation der Menge dieser drei Komponenten lassen sich die Ténungen 
der verschiedenartigsten Triibungen herstellen, so daB stets auf gleiche 
Farbtiefe eingestellt werden kann. 

Das Reagenzglischen wird genau so in das Nephelometer eingefiihrt 
und hochgeschoben, wie wenn es eine Lésung enthielte. Da die Licht- 
stirke sehr von der Entfernung des Bodenkérpers von dem Tauch- 
zylinder abhangt, ist das Glas stets so weit hinaufzuziehen, bis es an 
die Nephelometerapparatur anst6Bt. Einem Herausfallen von Pulver 
und der Verschiebung der Oberfliche ist zweckmaBig durch Auflegen 
eines entsprechend geschnittenen diinnen und ganz leicht mattierten 
Glasplattchens auf das Pulver zu begegnen. Die Lichtstarke des 
Standards ist sowohl durch die Mattierung, die Farbe des Boden- 
kérpers, wie auch in engeren Grenzen durch die Stellung des 
Nephelometerfensters zu beeinflussen, wenngleich die letztere natiirlich 
nicht proportional der Lichtstarke ist. Mit dieser Vorrichtung kann 
man also auf sehr einfache und handliche Weise einen unveranderlichen 
Triibungsstandard herstellen, der der Farbe jeder Triibung durch 
Anderung der Bodenkérperzusammensetzung leicht anzupassen ist. 

Fiir den Vergleich gefairbter Triibungen ergeben sich durch Aus- 
wahl entsprechend gefirbter Pulver als Bodenkérper weitere An- 
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wendungsmoglichkeiten. Diesem Triibungsstandard ist von der Firnia 
Schmidt & Haensch!) eine vollkommenere Form verliehen worden. 
An Stelle des Reagenzglases ist ein offenes Rohr getreten, das an seinen 
unteren Ende eine Metallfassung trigt. Zum Kollodinieren ist das 
Rohr durch einen Metallstopfen verschlieBbar. Das Pulver wird in 
eine kleine Patrone gehiillt, in der mittels einer Feder die Pulver. 
masse gegen eine Glasoberfliche angepreBt wird. Die Patrone wird 
nach ihrer Fiillung in die Metallfassung der Glasréhre eingeschoben. 
Durch diese Form wird eine feste, gleichmaBige Oberflache des Boden- 
kérpers sowie ein fester Abstand desselben vom Eintauchzylinder 
gewahrleistet. 
II. Bemerkung zur Arbeitsmethode. 

Hinsichtlich der Einzelheiten der Arbeitsmethodik mu8B auf dic 
schon mehrmals angefiihrten Arbeiten verwiesen werden. Um zu be- 
friedigenden Resultaten zu gelangen, ist es unbedingt notwendig, 
jeden einzelnen, auch scheinbar unbedeutenden Punkt der Vorschrift 
zu beachten. Diese hat sich als Frucht miihevoller und zahlreicher 
Untersuchungen ergeben, und jedwede Abweichung fiihrt leicht zu 
Fehlern. : 

Es kann gar nicht geniigend immer wieder betont werden, dab 
die Voraussetzung fiir das Gelingen nephelometrischer Arbeiten ein 
besonders hohes Mafs von Sauberkeit ist. So auf erordentlich einfach 
die nephelometrische Methodik an sich ist, so peinlich muB auf diesen 
Punkt geachtet werden. Unsauberkeiten, die bei anderen Methoden 
iiberhaupt nicht in Frage kommen, treten hier, da sie einen optischen 
Effekt geben, als groBe Fehlerquellen hervor. 

So ist es, um mit der Herstellung der triiben Lésung zu beginnen, 
unbedingt notwendig, darauf zu achten, da alle zur Anwendung 
gelangenden Reagenzien (Lésungsmittel) absolut optisch klar und frei 
von feinen Fasern, Paraffinteilchen (bei Laugen!) oder sonstigen 
schwebenden Partikeln sind. 

Es diirfen daher auch die zur Benutzung kommenden Gefibe 
keinesfalls nach ihrer Reinigung mit Aqua destillata irgendwie mit 
Tiichern oder Filtrierpapier getrocknet werden, sondern alle Glas- 
gefiBe sind nach ihrer Spiilung an der Luft oder im Trockenschrank 
zu trocknen. Ebenso diirfen die Pipetten oder sonstige MeBinstrumente 
nicht von aufen mit einem Tuch oder Filtrierpapier abgetrocknet 
werden, da sonst verunreinigende Fasern in die zu untersuchenden 
Lésungen geraten. Wenn irgend méglich, mu8 es auch vermieden 
werden, die anzuwendenden Lésungen vor dem Gebrauch zu filtrieren, 
da durch die Filter fast stets feine Filterfasern in die Lésung gelangen. 


') Der Triibungsstandard ist von dieser Firma beziehbar. 
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Ist es aber meist durch das Vorhandensein feinster Fasern in den 
Lisungen — grdbere Verunreinigungen kann man zweckmiaBiger ab- 
setzen lassen — notwendig, zu filtrieren, so verwende man zweckmabig 
quantitative Filter S. & S. ad retinenda praecipitata difficillima und 
filtriere so oft hin und zuriick, bis das Filtrat optisch einwandfrei ist. 
Ist die meist wohl in einem kleinen Becherglase stattfindende, zur 
derstellung der Triibung stattfindende, Reaktion beendigt, so ist das 
Becherglas mit einem Uhrglischen zuzudecken, da bei langerem Stehen 
Staubteile und Fasern aus der Luft hineinfallen, die ebenfalls schon 
zu Stérungen fihren kénnen. Es ist streng darauf zu achten, dab die 
Triibung der untersuchten Lésung nur durch die homogene opaleszie- 
rende Triibung des Reaktionsproduktes bedingt ist und die Lésung 
frei von inhomogenen Verunreinigungen erscheint. Diese lassen sich 
besonders leicht feststellen, wenn die mit der Lésung gefiillten Reagenz- 
gliser in den Apparat eingefiihrt sind, da dann die Tyndallkegel durch 
die starken Beleuchtungen bestens zur Beobachtung gelangen. Faser- 
formige Verunreinigungen zeichnen sich deutlich in der allgemein 
triben Fliissigkeit ab. Solche Lésungen sind zu verwerfen und die 
Ausgangsmaterialien auf die Fehlerquelle hin zu priifen. 

Besondere Sorgfalt hinsichtlich ihrer Reinheit erfordern auch die 
in den Apparat zur Messung eingefiihrten Reagenzglischen. Die 
Priifung auf Reinheit des Glasmaterials ist oben erwahnt worden. 
Sind die Glaser an sich gut, so miissen sie vor der Messung griindlich 
mit einer Biirste gereinigt und mit Aqua destillata ausgespiilt werden. 
Solange sie nicht benutzt werden, sind sie in einer Mischung von Alkohol 
und Ather oder Bichromat-Schwefelsiurelésung aufzubewahren. Aus- 
getrocknet diirfen die Glischen nie werden, sondern miissen mit der 
zu untersuchenden Lésung gut ausgespiilt werden. Hierzu fasse man 
die Glaischen stets am oberen und unteren Pol zwischen Daumen und 
Zeigefinger. Man mache es sich zur Gewohnheit, die Glaser stets nur 
so oder am obersten Rande zu fassen. Fingerabdriicke auf den Glasern 
geben stets Fehler. Vor der Messung achte man auch darauf, ob die 
in die Fliissigkeit tauchenden Glaszylinder vollig rein sind, und reinige 
sie nach Herausschraubung mit einem weichen Leder. Da sie den 
empfindlichsten Teil des Apparates darstellen — sie sind aus dem 
gleichen Glasstiick geschnitten --, so verwende man, um jedes An- 
kratzen des Glases zu vermeiden, nur Leder zu ihrer Reinigung. Sind 
die Reagenzglischen in den Apparat eingefiihrt, so bringe man durch 
Emporziehen, indem man sie am obersten Ende faBbt, die Glaszylinder 
zum Eintauchen. Sorgfaltig ist darauf zu achten, daB keine Luftblasen 
unter die Eintauchzylinder geraten. Auch nach langerem Arbeiten 
mit der gleichen Lésung ist hin und wieder nachzusehen, ob sich nicht 
durch Anderung der AuBentemperatur feine Gasblaschen in der Fliissig- 
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keit gebildet haben, die sich unter den Tauchzylinder setzten. Am 
besten taucht man ihn durch Hinunterziehen der Glaser einen Momeiit 
aus und dann wieder ein. Um die Entwicklung von Luftblasen 7 
verhindern, arbeite man méglichst mit Lésungen, die schon langere 
Zeit im Laboratorium gestanden haben und seine Temperatur an- 
genommen haben. Sind die Glaser eingetaucht und ist alles zur Messung 
fertig, so ist es sehr empfehlenswert, erst einen Blick durch die Reagen- 
gliser und ihren Inhalt zu werfen. Jetzt erst sieht man infolge de 
starken Beleuchtung Schmutzflecken und Fingerabdriicke auf den 
Reagenzglasern, die mit einem Leder iiberpoliert werden, und kon- 
trolliert die Lésungen auf das Freisein von Verunreinigungen. 

Alle diese kleinen Handgriffe gehen, wenn sie erst zur Gewohnheit 
geworden sind, automatisch vor sich und sind weit schneller ausgefiihrt 
als beschrieben. Sie sind aber zur Erzielung guter Resultate absolut 
unerlaBlich. Am besten priife jeder Untersucher an Verdiinnungen 
von Glykogenlésung beim Beginn nephelometrischen Arbeitens dic 
Genauigkeit der Resultate und damit die Zuverlissigkeit seiner Technik 

Kine Kontrolle fiir die Reinheit der Reagenzgliser und der an- 
gewandten Materialien besteht auch darin, daB man auf die eine Seit: 
des Nephelometers eine Triibung, auf die andere aber reines Wasse1 
oder das angewandte reine Lésungsmittel setzt. Das Fenster der 
Wasserseite wird nun maximal gedffnet, wihrend das Fenster der 
Triibungsseite geschlossen wird. Das Gesichtsfeld der Wasserseitc 
mu8B hierbei absolut dunkel bleiben und nach vélligem SchluB des 
Fensters der Triibungsseite muB das Gesichtsfeld absolut homogen 
schwarz sein. Sind die Glaser aber nicht vdéllig sauber oder ist das 
Lésungsmittel nicht absolut optisch klar, enthilt es Fasern oder Luft- 
blasen, so erscheint das der Wasserseite entsprechende Gesichtsfel: 
eine Spur heller, und Gleichheit des Gesichtsfeldes tritt erst ein, wenn 
das Fenster der Triibungsseite etwas geéffnet wird. Es ist nun ent- 
weder darauf zu achten, stets so zu arbeiten, daB die Wasserseite absolut 
lichtlos ist, was durchaus méglich, oder es muB stets gepriift werden, 
wieviel Bruchteile eines Millimeters Fensteréffnung der zu _ unter- 
suchenden Lésung das Lésungsmittel an sich entspricht. 

Als Beispiel sei folgender Fall angefiihrt. Verglichen werden 
zwei Triibungen, die im Verhialtnis 1:2 stehen und die daher Fenster- 
stellung des Nephelometers von 40:20 bedingen. Da aber die reinen 
genauer nicht ganz reinen Lésungsmittel selbst eine Spur Licht geben 
ist das Verhaltnis der Triibungen nicht 1:2, sondern 1 + 22:2 + 2 
wenn 2x die Triibung ist, die das Lésungsmittel an sich bei Stelluny 
des Fensters auf 20 gibt. wx laBt sich nun durch Messung des reine) 
Lésungsmittels gegen die Triibungen in Prozenten der Triibung er- 
mitteln und somit als Korrektionsfaktor einsetzen. 
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Es sei aber darauf hingewiesen, daB x bei durchschnittlicher Arbeit 
so klein ist, daB es in den allgemeinen photometrischen Fehler von 
0,5% fallt, und bei sorgfaltigster Arbeit muB x stets Null werden und 
ist daher zu vernachlassigen, nur mu im Interesse der Genauigkeit 
und der Kritik nephelometrischer Arbeit auf die Mdéglichkeit dieses 
Fehlers und seine Korrektur hingewiesen werden. 

Was die Einstellung des Gesichtsfeldes auf gleiche Helligkeit 
betrifft, so ist es, wie auch in den friiheren Arbeiten betont wurde, 
notwendig, stets mehrere Einstellungen, am besten zehn, vorzunehmen 
und den Durchschnitt der Ablesungen zu errechnen, da das Auge 
leichte Ermiidungsschwankungen zeigt. Es ist daher auch ratsam, 
stets vor Ablesungen sich kurze Zeit an Dunkelheit zu adaptieren. 
Es ist hier auch nochmals darauf hinzuweisen, daB die Ablesungs- 
genauigkeit durchaus eine Funktion der Ubung ist. Beginnt man mit 
der Nephelometrie, so ist das Auge fiir feinere Helligkeitsunterschiede 
relativ unempfindlich und die einzelnen Ablesungen zeigen Differenzen 
von 0,5 bis 0,8 mm. Nach wenigen Tagen aber erlangt das Auge eine 
geradezu erstaunliche Empfindlichkeit und gestattet Ablesungen von 
etwa 0,1 bis 0,2 mm Differenz. 

Um die Genauigkeit des Apparates in seiner fabrikmaBigen Aus- 
fiihrung und das Gesetz der Proportionalitit nochmals zu iiberprifen, 
wurden zahlreiche Glykogenverdiinnungen gepriift. Die verschieden- 
artigen Versuche stimmten genau iiberein. Ein typisches Resultat 
sei mitgeteilt. 

Glykogen wurde in der Menge, da® es eine deutliche erkennbare 
Triibung gab, in destilliertem Wasser gelést. Die Lésung wurde filtriert 
und in geraden Verhiiltnissen bis zu dem Konzentrationsverhiltnis | : 4 
verdiinnt und in variierter Reihenfolge gegeneinander verglichen. 


Tabelle I. 
Glykogenverdiinnungen: a:b:c:d:e = 2:4:6:8: 10. 








Lésung | Losung Lésung Lésung | Lésung Losung 


b 


20,0 
20,1 
20/2 
20,0 
20,0 


Durchschnitt 20,06 


Verglichen mit a=40' a=30 a=40 b=40 


Verhiltnis der 
Lésungen 


Febler . 


1 :2 
0.3% 


c 


10,1 


9,9 
10,0 
10,1 
10,0 


10,02 


1:3 


0,2% 


d 


10,1 
9,9 
| 10,2 
| 10,2 
| 10,2 


10,12 20.0 


1:4 


90 
12% 


d 


20,2 
19,8 
20,1 
19,1 
20,0 


1:2 
0.0% 


c 


20,0 
19,8 
19,9 
19,9 
20,2 


19,90 


d 


30,0 
30,1 
29,8 
30,0 
30,1 


30,0 


b= 30 c=—40 


2:3 


05% 


3:4 


0.0% 


Losung 
15,0 
15,0 
15,0 
14,9 
15,1 


15,0 
c=25 
3:5 
0.0% 


Durchs 
H,O © schnitts- 
febler 


e=40 


0:10 
0,0% 
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Aus diesen Messungen geht also hervor, daB das Nephelometer 
Bestimmungen bei einem durchschnittlichen Fehler von 0,3% ge- 
stattet, und da bei gleicher TeilchengréBe die Triibung umgekehrt 
proportional der Konzentration ist. Auch bestitigt die Tabelle dic 
oben dargelegten Ausfiihrungen, daB bei Beachtung der gegebenen 
Vorschriften ein mit Wasser gefiilltes Vergleichsréhrchen keinerleci 
Tyndallphanomen und daher véllige Dunkelheit der ihm entsprechen- 
den Gesichtsfeldhalfte aufweist. 

Es zeigt sich also erneut bestitigt, daB unter genauer Beachtung 
der gegebenen Vorschriften die Nephelometrie mit dem Nephelometer 
der Firma Schmidt & Haensch eine ebenso empfindliche wie genauec 
und bequeme Messungsform speziell fiir die Zwecke der Mikroanalytik 
darstellt. 


Zusammenfassung. 

Einwendungen gegen das Nephelometer nach Kleinmann von 
Weinberg wurden widerlegt. Die Kritik der Nephelometrie wird weiter- 
gefiihrt. Modifikationen und Verbesserungen am Nephelometer wurden 
mitgeteilt. 

Eine Vorrichtung zur Nephelometrie sehr kleiner Fliissigkeits- 
mengen (1,5 und 2,6cem Volumen) wird beschrieben. 

Kine einfache Methodik zur Herstellung eines in Helligkeit und 
Farbténung variablen Triibungsstandards wird mitgeteilt. Dieser wird 


in vollkommener Ausfiihrung von der Firma Schmidt & Haensch in 
den Handel gebracht. Die Arbeitsmethodik wird kritisch behandelt, 
{inzelvorschriften sind zu beachten. 

Das Nephelometer nach Kleinmann von Schmidt & Haensch 
ermoglicht exakte und einfache Messungen bei einem durchschnittlichen 
Fehler von 0,3%. 
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Eine Methode zur nephelometrischen Bestimmung 
kleinster Calciummengen. 


Von 
P. Rona und H. Kleinmann. 


(Aus der chemischen Abteilung des pathologischen Instituts 
der Charité Berlin.) 


(Eingegangen am 1. Februar 1923.) 


Mit 3 Abbildungen im Text. 


A. Einleitung. 


Wahrend fiir eine groBe Anzahl von physiologisch wichtigen Sub- 
stanzen die Moglichkeit einer genauen, empfindlichen und einfachen Be- 
stimmungsform durch entsprechende Mikromethodik, speziell die Bang- 
sche, gegeben ist, ist die Bestimmung des Calciums sowohl hinsichtlich 
der minimal bestimmbaren Menge, der Genauigkeit der Messung und der 
Schnelligkeit und Einfachheit der Methodik noch recht unbefriedigend. 

_ Fast alle Methoden, auch die neuesten, beruhen auf der Modifikation 
des Prinzips, das Calcium entweder in der zu untersuchenden Fliissigkeit 
selbst oder in ihrer Asche als Oxalat zu isolieren, oxalsiurefrei zu waschen 
und dann durch mikrovolumetrische Titration mit Permanganat zu_ be- 
stimmen. Die Form der Isolierung und der Titration ist mannigfach variiert 
worden, doch ist das Prinzip fast immer das gleiche. Eine Neuerung bedeutet 
das Verfahren, die Entfairbung von Ferrocyankalium durch Oxalsiure zur 
kolorimetrischen Bestimmung des Calciumoxalats zu verwenden. 

Es lag nahe, den Versuch zu machen, ob sich nicht auf Grund 
kolorimetrischee oder nephelometrischer Methoden, die sich zur Bestimmung 
kleinster Substanzmengen als die weitaus geeignetsten bewahrt haben, 
die Bestimmung des Calciums erméglichen lasse. 

Dieser Versuch ist 1917 von Lyman (1) gemacht worden, der die 
Triibung, die das Ca-Ion mit Fettsiiuren gibt, zur Messung seiner Konzen- 
tration vorschlug, nachdem schon vorher Bloor (2) umgekehrt das Ca zur 
Bestimmung von Fetten auf Grund der nephelometiischen Messung an- 
gewandt hatte. Lyman hat zur nephelometrischen Bestimmung des Ca 
urspriinglich die Ricinus-Ca-Seife benutzt. Er benutzte diese Triibung 
zur Bestimmung des Ca in Fiizes und Utin. Fiir die Bestimmung des Ca in 
Blut und Milch anderte er seine Methode dahin ab, da8 er ein Ammonium- 
stearatreagens in alkoholischer Lésung benutzte. Er nahm diese Anderung 
deshalb vor, weil die Kalkricinusseife nach seinen Angaben nur in einem 
groBeren AlkaliiiberschuB léslich ist. Dieser Alkaliiiberschu8 ist notwendig, 
um die Dissoziation der Alkatifettsiureverbindung in Alkali und sures 
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Salz zu verhindern, da letzteres unléslich ist und als Triibung ausfii 
Lyman wahlte daher das Ammoniumstearat als Reagens, da dessen Kalks 
weniger léslich in Alkali sein soll als das der Ricinusseife, und verhind 
dessen Hydrolyse durch Uberschu8 von Alkali, Anwendung von Alko! 
als Lésungsmittel fiir das Ammoniumstearat, und Anwesenheit von 
Oleaten, die die Fahigkeit haben sollen, die Hydrolyse anderer Seifen 
hintanzuhalten. 

Mit einem groBen UberschuB eines solchen Reagens, dessen einzelne 
Bestandteile sehr sorgfaltig durch wiederholtes Umkristallisieren gereini:t 
sein miissen, fallt Lyman das aus 5 ccm Blut als Oxalat isolierte Ca-Ion. 
Uber die untere Grenze der Empfindlichkeit seiner Methode ist niciis 
genaueres anzugeben. Die Forderung der Anwendung von 5cem Blut 
ergibt, wenn man giinstig fiir die Methode rechnet, eine Empfindlichkeit 
von 0,1 mg Ca in 30cem — ein solches Volumen fordert Lyman fiir 
sein Nephelometer — als untere Grenze der Bestimmbarkeit. Dic 
Vergleichslésung, die er anwendet, enthalt 4mg Ca in 100ccem Fliissig 
keitsvolumen. 

Mit dieser Methode sind von Lyman eine Reihe von Blutanalysen 
angestellt worden. In seiner Arbeit finden sich jedoch keinerlei Angaben 
iiber das Verhaltnis von Triibung zur Konzentration noch irgendwelche 
genauere Untersuchungen iiber Reproduzierbarkeit der Fillung, Beein 
flussung durch fremde Ionen, Genauigkeit der nephelometrischen Messung. 

Erst, nachdem von Kleinmann (3) die Empfindlichkeit der Messung an 
sich festgelegt und die prinzipielle Abhingigkeit der Triibung von der 
Konzentration in Form der Proportionalitaét ermittelt worden war, konnte 
daran gegangen werden, Triibungen, die durch Fallung mittels eines 
Reagens hergestellt worden waren, auf ihre Eignung fiir die nephelometrisclic 
Messung zu priifen. 

Die Methode zeigte sich hierbei als sehr geeignet fiir die Bestimmung 
der Phosphorsiiure, bei deren Messung es gelang, Mengen von 0,0005 mg 
P,O, in 25 ccm Vol. mit einem Fehler von %% zu bestimmen. Diese An- 
gaben wurden spiter von Weinberg (5) und von Bechhold und Hebler (6), der 
die Methode auch auf gefiirbte Sole ausdehnte, bestatigt. Fiir die Be- 
stimmung des Ca stellte es sich daher als Aufgabe heraus, mit Hilfe des 
neuen Nephelometers nach Kleinmann festzustellen, ob es méglich sei, 
das Ca-Ion in eine fiir die Nephelometrie geeignete Triibung iiberzufiihren 
und die Bedingungen fiir diese Triibung, ihr MeBbereich, ihre Empfindlich- 
keit, ihre Abhaingigkeit von fremden Ionen usw. zu ermitteln. Denn niclit 
jede Triibung ist an sich fiir die nephelometrische Messung geeignet. So 
gelang es Kleinmann trotz vieler hierauf verwandter Miihe bisher nicht, 
die AgCl-Triibung fiir die Nephelometrie heranzuziehen, da es nicht méglich 
war, diese Triibung zu beherrschen, d.h. bei derselben Konzentration 
stets wieder dieselbe Triibung zu erhalten. Viele kolloide Systeme sind eben 
so labil, daB sie sich tiber eine langere Zeit hinaus nicht konstant erhalten. 
Auch sind andererseits die Bedingungen, die die GréBe und Zahl der aut- 
tretenden kolloiden Teilchen und die hieraus resultierende Triibung be! 
einer entsprechenden Reaktion veranlassen, durchaus nicht restlos aut- 
geklart. Unbedingt notwendig fiir die Nephelometrie ist aber, daBi dic 
Triibung in einer bestimmten stets reproduzierbaren GesetzmaBigkeit zur 
Konzentration steht. Geschieht die Fallung derart, daB die triibenden 
Teilchen in gleicher GréBe auftreten und sind dieselben nicht wesentlic!: 
im Féllungsmedium léslich oder dissoziiert, so ist die Triibung proportiona! 
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der Teilchenzahl in der Volumeneinheit, also der Konzentration der 
trubenden Substanz. Ein derartiges Resultat war bei der Bestimmung der 
Phosphorséure erzielbar. Es entspricht véllig den Ergebnissen, die bei 
der Verdiinnung verschiedenster triibender Substanzen erzielt wurden. 

Ist die triibende Substanz etwas ldslich oder dissoziiert, oder tritt sie 
aus irgendwelchen noch unbekannten Griinden nicht in gleicher Teilchen- 
griBe, aber bei gleichen Bedingungen immer mit der gleichen auf, so ergibt 
sich ein Verhaltnis der Triibung zur Konzentration, das zwar nicht pro- 
portional, wohl aber gesetzmaSig und daher graphisch ausdriickbar ist. 
Auch auf Grund einer solchen GesetzmaBigkeit l4Bt sich mit Hilfe einer 
empirischen Kurve die Triibung zur Konzentrationsmessung sehr wohl 
verwenden. Es entspriache eine solche Messung in der Kolorimetrie der 
Messung einer Substanz wie Kupfersulfat, die bei zaunehmender Verdiinnung 
dissoziiert, daher nicht dem in der Kolorimetrie allgemein giiltigen Gesetz 
der Proportionalitat entspricht, aber sehr wohl auf Grund einer Eichkurve 
meBbar ist. 

LaBt sich aber die Triibung in keiner Weise beherrschen und tritt sie 
in unbeeinfluBbarer, wechselnder Starke auf, so ist die Reaktion fiir die 
Nephelometrie gianzlich ungeeignet. 

Es zeigte sich nun im Laufe der folgenden Untersuchungen, daB es 
moglich ist, eine Ca-Fettsiureverbindung herzustellen, die unter bestimmten 
Kautelen gesetzmaiBig und reprcduzierbar ist, und die in den gegebenen 
Grenzen vollig dem Gesetz der Proportionalitét zwischen Triibung und 
Konzentration entspricht. Das Lymansche Reagens erwies sich zur Ca- 
Bestimmung als ungeeignet, und es wird daher im folgenden nicht nur das 
nephelometrische Studium der Ca-Fettsiureverbindung, sondern die hiermit 
zusammenhangende Erprobung des geeigneten Reagens gegeben. 


B. Uber ein neues nephelometrisches Caleiumreagens. 


Die ersten Versuche mit der Ca-Nephelometrie gingen von der Priifung 
des Lymanschen Reagens aus. Das Reagens wurde genau nach den Vor- 
schriften des Verfassers hergestellt. Stearinsiture wurde durch wiederholtes 
Umkristallisieren in heiBem Alkohol gereinigt. Alkohol wurde frisch 
destilliert. Ammoniumcarbonat wurde wiederholt umkristallisiert. Eine 
Sublimation desselben, wie Lyman sie angibt, ist unméglich, da sich das 
Salz hierbei zersetzt. 

4g der Stearinsiure und 0,5 ccm Olsiure wurden in 400 cem heiBem 
Alkohol gelést und 20g Ammoniumcarbonat in 100 ccm heiBem Wasser 
gelést zu der alkoholischen Stearinsaiurelésung hinzugegeben. Die Mischung 
wurde aufgekocht und nach Abkiihlung mit 400 cem Alkohol, 100 ccm 
Wasser und 2cem NH,(OH) — spezifisches Gewicht 0,9 — versetzt. Es 
bildete sich in der Lésung eine wolkige Triibung, die sich nach 24 Stunden 
als grobflockiger Niederschlag absetzte und abfiltrieren lie}. Das Filtrat 
blieb klar und farblos, bis auf einige im Laufe der naichsten Wochen ent- 
stehende Flocken, die durch Filtration leicht entfernbar waren. 

Mit diesem Reagens wurden nun entsprechend den Lymanschen An- 
gaben Triibungen von 0,1 bis 0,2 mg Ca in 35 cem Endvolumen bei einem 
Gehalt von 25cem Reagens und 5ccm 0,05norm. HNO, hergestellt. 
Diese Triibungen eigneten sich durchaus nicht zur nephelometrischen 
Messung. Sie zeigten stets die Tendenz schnell zu flocken, veranderten 
sich daher schon wahrend der Messung und zeigten auBerdem den Ubel- 
stand, daB sich in der alkoholischen Lésung beim UmgieBen auSerordentlich 
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leicht zahlreiche feine Luftblaschen bildeten, die sich unter das Tauchro|ir 
setzten, nicht aus der Lésung ginzlich zu entfernen waren und daher dic 
Messung fehlerhaft gestalteten. Es wurde daher von weiteren Versuch ny 
mit dem Lymanschen Reagens Abstand genommen und versucht, syste. 
matisch ein geeignetes Reagens auszubauen. 


Zu diesem Zwecke wurden die verschiedenartigsten organischen 
Verbindungen auf ihre Eigenschaft gepriift, unlésliche und triibende 
Ca-Verbindungen zu geben. Von vielen hundert erprobten Substanzen 
erwiesen sich die Fettsiuren zweifellos am geeignetsten, sowohl ge. 
sattigte und ungesittigte, und zwar von einem Kohlenstoffgehalt von 
etwa Cy) an aufwarts. 

Allen fettsauren Alkaliverbindungen — und nur solche sind léslich 
war die Eigenschaft gemein, auBerordentlich leicht in Alkali und-saures 
fettsaures Salz zu dissoziieren, das, da unldslich, sofort eine starke 
Triibung gibt. Nur bei starker Alkalikonzentration ist es méglich, 
klare neutrale Alkalifettsiurelésungen zu erhalten. In diesen Alkali- 
konzentrationen ist aber auch die Kalkseife léslich und daher nicht 
als Triibung faBbar. Es wurde daher daran gedacht, ob nicht ein- 
gefiihrte Sulfogruppen die Léslichkeit der Alkalifettsiure erhéhen 
bzw. ihre Dissoziation hintanhalten kénnten. 

Diese Vorstellung fiihrte zur Erprobung des Natrium  sulfo- 
ricinicum nach Berlioz-Heryng der Firma Merck. 

Es zeigte sich, daB diese Substanz ganz hervorragend zum Reagens 
fiir nephelometrische Ca-Bestimmungen geeignet ist. 

Da die Substanz fliissig — es handelt sich um ein dicklich flieBendes 
gelbes Ol — und alkalildslich ist, gestaltet sich die Herstellung des 
Reagens technisch auBerordentlich leicht durch einfaches Vermischen 
abgemessener Lésungen. Durch systematische Erprobung ergaben 
sich Alkalilésungsverhaltnisse der Substanz, die vollig haltbar und 
unzersetzt blieben und in entsprechenden Verdiinnungen mit Wasser 
nicht hydrolysierten. Diese Lésungen gaben aber schon mit minimalen 
Ca-Mengen starke homogene und haltbare Triibungen. 

Es wurde daher das Natrium sulfo-ricinicum als Kalkreagens 
gewahlt und dessen endgiiltige Form durch folgende Versuche festgelegt. 

Da die Triibungen, die Ca mit alkalischen Lésungen des Natrium 
sulfo-ricinicum gibt, in gréBerem Uberschu8 von Alkali sich léslich 
zeigten, wurde zuerst versucht, neutrale oder ammoniakalische Lésungen 
der Substanz herzustellen. Es zeigte sich, daB sowohl in wiisserigen 
wie in ammoniakalischen Lésungen des Natrium sulfo-ricinicum bei 
jedweder Variation der Konzentrationsverhiltnisse Triibung eintrat 
Es wurden verschiedenartige Reihenversuche angelegt, deren Zi! 
stets war: 1. eine klare, haltbare Lésung des Natrium sulfo-ricinicum 
herzustellen, 2. Verdiinnungen dieser Lésung, wiisserige oder alkalische. 
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herzustellen, die ebenfalls klar bleiben. Diese zweite Bedingung war 
deshalb notwendig, um bei Verdiinnungen des Reagens, wie sie bei 
Ausfihrung einer Ca-Triibung notwendig sind, Fehler durch Eigen- 
tribung des Reagens auszuschlieBen. 


Tabelle I. 
Na sulfo-ricin. 1 cem + 2cem 25° NH,OH + aqua dest. ad 10 cem 
2,5cem Loésung 1. 1-2 . ee - va t > , 
or 


OR q 950 
2,5 . ” TO 9 25 ° (9) or) T ” -v0 ” 


95 5,0 or 
oe A ae ly ee : a ee 


Nach 24 Stunden zeigten sich alle Lésungen getriibt. 


Diese Tabelle zeigt schon eine Versuchsreihe, die sehr stark ammoniaka- 
lisch ist. Sie schlieBt alle Ergebnisse von Versuchen mit schwacheren 
Ammoniakkonzentrationen mit ein. Stets zeigten sich in ammoniakalischen 
Lésungen des Natrium sulfo-ricinicum Triibungen. Diese traten entweder 
gleich ein oder entwickelten sich nach langerem Stehen. 

Zu ihrer Erklarung gab es zwei Méglichkeiten. Entweder handelte es 
sich um eine hydrolytische Spaltung der fettsauren Alkaliverbindung, die 
zu verhindern das Ammoniak zu schwach alkalisch war, oder die Triibung 
riihrte von der Bildung einer Kalkseife her, die durch Unreinheiten der 
angewandten Reagenzien oder durch die Léslichkeit des Flaschenglases 
der angewandten Lésungen bedingt war. Zur Aufklarung dieser Frage 
wurden ammoniakhaltige Verdiinnungen des Natrium sulfo-ricinicum mit 
Hilfe von Leitfahigkeitswasser in QuarzgefaBen hergestellt. Diese Losungen 
zeigten ebenfalls Triibungen. Es wurde daher geschlossen, da8 die Triibungen 
von einer Zersetzung des Natrium sulfo-ricinicum, wahrscheinlich einer 
hydrolytischen Dissoziation herriihren. Ob dieser Schlu8 sicher richtig ist. 
ist bei spateren Versuchen dadurch wieder zweifelhaft geworden, daB gezeigt 
werden konnte, da alle Lésungen in Glasflaschen —-.also auch das an- 
gewandte Ammoniak — Kalkmengen enthalten, die bereits eine Triibung 
geben. 

Auf jeden Fall aber ergibt sich aus den Versuchen — da Ammoniak 
ja stets als Lésung vorliegt — die Uneignung ammoniakalischer Lésungen 
des Natrium sulfo-ricinicum als Ca-Reagens. 

Es folgen daher Versuche mit NaOH als Lésungsmittel. An- 
gewandt wurde ein Platzreagens, von dem bei Titration gegen In H,SO, 
5eem 27,8ccm In Saure neutralisierten. Der Titer war also 5,56 n. 
Nach mehreren Vorversuchen gelang es, folgende Konzentrations- 
verhaltnisse zu finden. 


Tabelle II. 
Na sulfo-ricin. 1 eem + 2cem NaOH + aqua dest. ad 10 ccm 
leem Lésung 1. Sh ait a pg 10 
Be Pe: +2 ,, 9 gs aw 
6%, - Se ee eee + +, Spice i, 
Nach 24 Stunden zeigte sich Lésung 2 triibe, Lésung 1, 3 u. 4 blieben klar. 


9? 


1, 
2. 
3. 


99 


Aus diesen Versuchen geht hervor, dab es gelingt, eine ungetriibt 
bleibende alkalische Stammlésung und eine ebenfalls klar bleibende 
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alkalische Verdiinnung (von 3 an) herzustellen. Um die zur Ver. 
diinnung notwendige Alkalimenge einzuengen, wurden einige alkaii 
airmere Verdiinnungen angesetzt. 
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ver 
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Tabelle III. 


m se ‘ 

1. leem Na sulfo-ricin, + 2cem NaOH + aqua dest. ad 10 cem 

2. leem Lésung | + leemn/10 NaOH + aqua dest. ad 10 cen 
3. 1 2° ” © » Nn 10 ” — ” ” ” 10 > 
4. l ” o 9 n 1 > T %° ” ”° 10 Pe 
5. 1 %° 9° iy ss n l > — s¢ °° 9 10 oT 
Nach 24 Stunden Lésung 1 klar, Lésung 2, 3, 4 triibe, Losung 5 Spur triibe. 

Aus diesen Versuchen geht hervor, da Alkalikonzentrations. in 
verhaltnisse von rund der Konzentration von Tabelle III (3) notwendig kle 
sind, um klar bleibende Verdiinnungen — bei den angewandten Reagens- er 
mengen — zu erhalten. ko 

Es wurde nun versucht, die Alkalimenge der Ausgangsstammlésung me 
auf das zur Erhaltung ihrer Klarheit notwendige Minimum herab.- 
zusetzen. Zu diesem Zwecke wurden die Lésungen in steigendem er 
Mae mit H,O verdiinnt. Ni 

(5 
Tabelle IV. 7 
10 cem Na sulfo-ricin. + 20 cem NaOH + aqua dest. ad 100 cem sic 
leem Lésung 1 + aqua dest. ad 10cem. Nach \% Stund. triibe 
10 rT} 72 ” 9 
10:5 ly, ,, Hauch triibe ge 
i=, ; yy, “a klar. so 
es 
Tabelle V. di 
. 5eem Na sulfo-ricin. + 10 cem NaOH +. aqua dest. ad 50 ccm hi 
ae Lésung 1 + 9H,O. Nach 24 Stunden triibe V 
3. 2 ERE” arte 24 
7 24 
6 24 ; me s 
5 24 leicht triibe g 
4 24 klar d 
€ 9 
, 2 24 
10. 9 1 24 * 
v 
Aus diesen Versuchen geht hervor, daB das Ausgangsreagens . 
ungefahr von einem Verhiltnis 6: 10 an, also um */; mit H,O verdiinnt 
werden kann, ohne Triibung zu zeigen. Fiir die weiteren Versuche , 
wurde ein Reagens von der Verdiinnung 4:5 angewandt. 1 
Im Verlaufe weiterer Arbeiten stellte es sich heraus, daB ein solches " 
Reagens auBerordentlich empfindliche Ca-Triibungen gibt, die sich 


aber bei einem Alkaligehalt, wie er zur Vermeidung von Eigentriibung 
des Reagens notwendig wire (vgl. Tabelle III), wieder lésen. Es wurd 
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daher versucht, die Eigentriibung des Reagens nicht durch Alkali- 
vermehrung, sondern durch Heruntergehen mit der Reagensmenge zu 
unterdriicken. 

Tabelle VI. 
Stunde klar 


teagens 0,1 cem + H,O ad 25 cem, Losung nach \% 
0,2 
0,4 
0,8 
1,6 + es 


” ” 


— 


- * 
,, leicht triibe 
per tribe. 


-_ 


to™ bo bo bo te 


— 


Es zeigte sich, da bis zu einem Gehalt von etwa 0,6 ccm Reagens 
in 25cem H,O die Lésung — auch nach langerer Zeit — vollkommen 
klar bleibt. Da sich nun, wie weiter unten gezeigt werden wird, 
ergab, daB diese Reagenskonzentration véllig zur Fallung der in Frage 
kommenden Ca-Mengen ausreicht, wurde sie als das fiir die Ca-Nephelo- 
metrie geeignete angenommen. 

Herstellung des Reagens. Aus den vorstehenden Reihenversuchen 
ergibt sich die zweckmaiBige Reagensverdiinnung wie folgt. 10 ccm 
Natrium sulfo-ricinicum nach Berlioz-Heryng (Merck), 20ccm Lauge 
(5,56n), H,O ad 25. Die 20 ccm Lauge 5,56 n sind zweckmaBig durch 
112cem 1n NaOH zu ersetzen. Die praktische Herstellung gestaltet 
sich folgendermaBen. 

In einem MeBglase werden 10 ccm Natrium sulfo-ricinicum ab- 
gemessen. Ist dasselbe zu schwerfliissig oder zeigen sich in ihm Kristalle, 
so wird es zuvor in einem warmen Wasserbade leicht erwarmt, wobei 
es stets leichtfliissig und klar wird. Zu ihm werden 112 ccm 1n NaOH, 
die faserfrei und optisch klar sein soll und eventuell zu filtrieren ist, 
hinzugegeben und die Lésung mit aqua destillata auf 125 cem gebracht. 
Mit einem Glasstabe wird tiichtig geriihrt, bis sich eine klare homogene 
Lisung gebildet hat; diese wird in einer Glasflasche mit eingeschliffenem 
Stopfen aufgehoben. Das Reagens ist eine klare, homogene, deutlich 
gelb gefairbte Fliissigkeit, die unbegrenzt haltbar ist. Die Eigenfarbe 
des Reagens stort bei der Messung nicht, da nur 0,4ccm desselben 
bei einer Verdiinnung auf 25 ccm angewandt werden und diese Lésung 
absolut farblos ist. Diese Reagenskonzentration in Leitfahigkeits- 
wasser (s. weiter unten) ruft keinerlei Triibung hervor und ergibt auch 
nach lingerem Stehen eine wasserklare, optisch leere Lésung. 

Bei der Erprobung des Reagens zeigte es sich, daf das Reagens 
mit gewohnlichem aqua destillata, und zwar je nach der Frische des 
Wassers, in verschieden starkem Mafe Triibungen hervorruft. Diese 
Triibungen beruhen auf den Spuren von Ca, die sich im destillierten 
Wasser durch Lésen des Glases in ihm finden. 

Da auch schon ganz feine Triibungen bei der Empfindlichkeit 
der Messung stéren, darf zur Herstellung von Lésungen und Verdiin- 

a 
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nungen, die mit dem Reagens behandelt werden, nur in Metallbehalte:), 
destilliertes Wasser, das in paraffinierten Flaschen aufzuheben j 
angewandt werden. 

Sehr bequem und zweckmaBig erwies sich die Anwendung you 
Leitfihigkeitswasser von Kahlbaum. 


C. Untersuchung der Ca-Triibung des neuen Reagens. 
1. Herstellung der Ca-Lésungen. 

Zur Herstellung geeigneter Ca-Lésungen wurde CaCO, reinstes 
Praparat pro analysi (Kahlbawm) im Exsikkator getrocknet. 3,5694 » 
wurden abgewogen, in 100ccm n/l HCl gelést und die Lésung auf 
2 Liter aufgefiillt. Diese Stamm-Ca-Lésung enthalt ein Milligramm Ca() 
im Kubikzentimeter. Von dieser Lésung wurden fiir die meisten Arbeit: :: 
Verdiinnungen im Verhiltnis 1:10 hergestellt, so daB mit Lésungen 
gearbeitet wurde, die 0,1 mg CaO im Kubikzentimeter enthielten. 

Der Gehalt dieser Lésungen an CaO entspricht nicht vollkomme: 
dem angegebenen, da die Lésungen mit gewéhnlichem aqua destillata 
hergestellt und in Glasflaschen aufgehoben wurden. Durch _beide 
Umstinde wird der Ca-Gehalt etwas erhéht. Eine genaue Kenntnis 
des Ca-Gehaltes war aber auch nicht notwendig, da es sich bei allen 
Versuchen nur um relative und nicht absolute Messungen handelte 

Dagegen wurde zur Herstellung von Eichkurven eine Lésuny 
angewandt, die 0,4995 g CaCO, im Liter, d. h. 0,2 mg Ca (Ca, nicht 
CaO) im Kubikzentimeter enthielt. Diese Lésung wurde mit Leit- 
fihigkeitswasser hergestellt und in innen paraffinierten Flaschen autf- 
gehoben. Von einer Kontrolle dieser Lésung durch Analyse bzw. Ein- 
dampfen wurde Abstand genommen, da der dieser GréSenordnuny 
entsprechende Analysenfehler prozentual weit gréBer ist als die eventuel! 
mégliche Abweichung von der abgewogenen Gewichtsmenge. Von 
der Herstellung aber einer starkeren Konzentration, deren Analys: 
und Herstellung der endgiiltigen Lésung durch Verdiinnung wurd: 
deshalb abgesehen, da der Fehler bei Verdiinnung gréBer als de: 
Wagefehler, und die Fehlerméglichkeiten bei Anwendung des reinste1 
Praparates pro analysi minimale sind. 


2. Arbeitsform. r 


Alle Triibungen wurden stets in kleinen Bechergliisern von 75 bis 
100 cem Inhalt vorgenommen. Die Glaser wurden stets nach Gebrauc! 
mit Lauge, Saiure (HCl), Leitungswasser, destilliertem Wasser unc 
Leitfahigkeitswasser gespiilt und im Trockenschrank getrocknet. All: 
Proben wurden mit Uhrglischen zugedeckt. Abgemessen wurde 
die Reagenzien mit Bangscher Mikrobiirette oder mit in 4/19) Grad 
geteilten Auslaufpipetten. 
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Auffiillung auf angegebene Volumina erfolgte nie mit MeBglasern, 
sondern stets mittels Biiretten. Als Wasser wurde stets Leitfahigkeits- 
wasser, mit dem alle Gerate zu spiilen sind, angewandt. Alle Lésungen 
diirfen nur durch quantitative Filter (Schwarzband oder Blauband 
S. & S.) filtriert werden. Gewdéhnliches Filtrierpapier und gehartete 


Filter geben Ca ab und verursachen Triibungen im Filtrat. 


3. Priifung der Triibung auf Reproduzierbarkeit. 

Zur Priifung der Frage, ob die Triibung unter gleichen Umstanden 
in gleicher Starke wieder herstellbar, sei aus vielen Versuchen folgender 
Versuch gegeben, dessen Bedingungen und Versuchsanordnung, wie 
weiter unten gezeigt wird, sich als zweckmaBig ergeben haben. 

2 ccm einer Lésungsverdiinnung, die 0,1 mg Ca im Kubikzentimeter 
enthielt, also 0,2 mg Ca, wurden einpipettiert. 0,4 cem Reagens wurden 
aus einer Pipette schnell hinzugefiigt, die Lésung leicht umgeschiittelt 
und nach Entwicklung der Triibung, die wenige Augenblicke in An- 
spruch nimmt, das Volumen der Lésung mit Leitfahigkeitswasser auf 
25 cem gebracht. Das Resultat von zehn Parallelversuchen sei gegeben. 
(Die Zahlen in dieser und den folgenden Tabellen bedeuten Skalen- 
teile des Nephelometers. 10 = 40 usw. bedeutet : N° 10 der Versuchs- 
reihe = 40 Skalenteile). 


Tabelle VII. 





404 399 400 400 396 400 400 400 40,2 
400 403 402 396 39,7 400 400 400 400 
40.0 400 400 | 398 39,7 400 462 | 399 398 
40,1 | 401 400 | 39,9 | 396 398 400 | 398 40.0 
39,9 | 401 400 | 400 395 | 399 398 | 401 40.0 


Durchschnitt | 40,1 | 401 | 400 399 396 | 399 | 400 | 400 40,0 

Verglichen m. 10—40/10—40 10-40 10—40' 10—40/10—40 10— 40 10— 40 10— 40 

Fehler . . %' 0,25 | 0,25 | 0,0 | 0,25 10 | 0,25 | 0,0 0.0 0,0 
Durchschnittlicher Fehler 0,22 >. 


Die Tabelle VII zeigt, daB die Bestimmungen mit einem durch- 
schnittlichen’ Fehler von 0,2°, tibereinstimmen. 

Die weiteren Arbeiten haben gezeigt, daB zwischen 0,04 bis 0,4 mg 
Cain 25 cem Volumen als Grenzen der Methodik die Reproduzierbarkeit 
der Triibung gelingt; die zahlreichen Parallelbestimmungen stimmen 
fast stets ausgezeichnet iiberein. Hin und wieder aber treten grobe 
Ausfaille auf, deren Ursache nicht aufzuklairen war. Es ergibt sich 
hieraus die Notwendigkeit, stets mit mehreren Parallelversuchen zu 
arbeiten, um einzelne Ausfalle zu erkennen und zu verwerfen. 
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4. EinfluB der Zeit auf die Triibung. 

Zur Bestimmung des Zeiteinflusses wurde versucht, die Tritbung: 
in verschiedenen Zeitabschnitten gegen Glykogentriibungen zu messy 
die sehr lange konstart bleiben. Dies gelang nicht, da das Gesichtsfeld 
der Glykogentriibung weit blaulicher gefarbt erschien als das der (a- 
Triibung und der Farbunterschied die Einstellung zu sehr erschwert: 
Dagegen wurden Lésungen verschiedener Konzentration, die in ver- 
schiedener Zeitfolge hergestellt wurden, gegeneinander gemessen. |i 
Ergebnisse aller Messungen waren, daB kurz nach Bildung der Triibung 
(etwa 2 bis 3 Minuten) die Lésungen gereift sind und die erreicht: 
Triibung etwa 15 Minuten ohne Anderung beibehalten. Nach diese1 
Zeit, die weit nach unten begrenzt ist, beginnt die Triibung sich 7. 
aindern. Es folgt hieraus die Vorschrift, die Triibungen nach der Her- 
stellung einen Augenblick stehenzulassen und innerhalb etwa eine: 
Viertelstunde die Messungen vorzunehmen. Vergleichs- und Analysen- 
lésung sind stets gleichzeitig anzusetzen. 


5. EinfluB des Fallungsvolumens auj die Triibung. 

Um den Einflu8 des Volumens auf die Triibung festzustelle: 
wurden Reihenversuche mit Fallungen derselben Ca-Menge in  ver- 
schiedenen Volumina H,O unter schlieBlicher Auffillung auf das 
gleiche Endvolumen angesetzt. 

Tabelle VIII. 


0,2 mg Ca in variierendem Volumen mit 0,4 cem Reagens gefillt. 





Nr. 1 2 3 4 5 6 7 


Mg Or 2s ow 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 
Gefallt in cem H,O 1,0 2,0 2,0 4,0 7,0 8.0 | 160 16.0 
Durchschnittliche 

Ablesung aus fiinf 

Messungen .. . | 29,9 | 300 | 300 | 300 300 302 | 250 242 
Verglichen gegen . 2— 30/2 — 30:2 = 30/2 — 302 — 302 = 30:2 — 302 
Abweichung . . ® 0,3 0,0 0,0 0,0 0,0 0,6 15 18 


Tabelle 1X. 
Wiederholung des Versuches. 





Nr. 1 2 3 


} 
mgCaO ... 4 Pees Fee eg | -e8 1 02 


Gefallt in eem H,O 2,0 2,0 4,0 8,0 160 25,0 
Durchschnittliche Ablesung . . .) 40,0 | 40,0 | 400 400 | 34,2 37,6 
Verglichen mit - + + 2 = 40/2 = 40/2 — 402 = 402 — 402 — 40 
Abweichung 0,0 0,0 0,0 00 130 60 
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Tabelle X. 
Der gleiche Versuch bei Einengung des untersuchten Volumens zwischen 
8 bis 25 ccm, in einer Reihe mit dem Faktor 1,2. 





Nr. 1 2 3 4 b 6 i 


eC kw 6 ec 02 | 02 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0.2 
8 96 115 138 | 166 | 200 | 240 


Fillungsvolumen . 2 


Durehschnittliche | 
Ablesung .... | 40,0 | 40.0 | 400 400 32,2 29.0 | 33.0 37,5 


Gemessen gegen, . 2 402 — 40.2 — 402 — 402 — 402 — 402 — 402 — 40 
Abweichung. . .%) 0,0 | 0,0 | 00 0,0 19,5 | 27,5 -| 17,5 6,3 

Aus obigen Tabellen geht hervor, daB eine Variation des Fallungs- 
volumens zwischen rund 1] bis 11 cem keinerlei Einflu8 auf die Starke 
der Triibung hat. Diese Erscheinung ist deshalb auffallend, da die 
Triibungen, rein aiuBerlich betrachtet, hinsichtlich Farbe und Dichte 
ganz verschieden erscheinen. Die genauen Messungen ergeben aber 
bei mehrmals wiederholten Parallelversuchen das obige Resultat. 

Vergr6Bert man aber das Volumen itber 11 ccm bei der Fallung, 
so nimmt die Triibung rasch an Starke zu, erreicht bei etwa 16 ccm 
ein Maximum, um dann bei weiterer VergréBerung des Fallungsvolumens 
schnell wieder abzunehmen. Es ergibt sich hieraus die Vorschrift, 
bei analytischem Arbeiten sich in einem Fallungsvolumen zwischen 
1 bis 11 cem zu bewegen. Als praktisch hat sich ein solches von 5 cem 
herausgestellt. 


§. EinfluB zugesetzter fremder Substanzen auf die Triibung. 
a) EinfluB von Aceton. 

Um die Stabilitaét der Triibungen zu erhéhen, wurde der Versuch 
gemacht, Substanzen, die die Oberflichenspannung der Lésung herab- 
setzen, wie Alkohol, Aceton und andere der Triibung hinzuzufiigen. 
Alle diese angewandten Substanzen lésen, in gréBerem UberschuB an- 
gewandt, die Ca-Fettsiuretriibung auf. Den EinfluB geringer Aceton- 
mengen priift folgender Versuch. 


Tabelle XI. EinfluB von Aceton. 





Nr. 


mg Ca gefallt 
in 5cem,. . 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 


Zusatz von 1 Tropfen |1Tropfen 2Tropfen 3Tropfen 4Tropfen 5Tropfen 00 
Aceton . . A+H:Oaa/Acet. pur. Aceton | Aceton Aceton § Aceton  Tropfen 


Durchschnittl. 
Ablesung . 40,0 40,0 40.0 40.0 40,0 40.0 40.0 


Verglichen mit | 7—=40 | 7=—40| 7=—40, 7=—40| 7=40| 7= 40 | 7= 40 
Abweichung % 0,0 0,0 0.0 0,0 0.0 0,0 0,0 
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Aus dieser Tabelle XI geht hervor, daB ein Zusatz von Acet oy 
bis zu fiinf Tropfen bei einem Endvolumen von 25 ccm keinen Einf\;\() 
auf die Starke der Triibung hat. 


b) EinfluB von Sauren. 


Um den EinfluB von Saéuren zu priifen, wurde zu den Triibungen 
n/10 HCl in Mengen von 0,5 bis 4 ccm gegeben. 


Tabelle XII. 
Zusatz von HC! bei 6 cem Fiallungsvolumen in 0,4 ccm Reagers. 





Nr. 


MID. 5 as ae we chet 2 2 2 2 
Zusatz von cem n/10 HCl 0,0 0,5 1,0 2,0 
Peg a ea 25,0 27,4 31.0 41,2 
Verglichen mit ....)|) 1=25 1= 25 i= 86 1= 2 
Abweichung. . . . .% C0 9,6 24 64,8 


Die Tabelle XII zeigt, daB der Zusatz von 0,5 bis 2cem von 
n/10 HCl eine aufhellende Wirkung zur Folge hat. Bei Zusatz von 4 ccm 
trat eine duBerst starke Triibung ein, die durch die bei erreichter saure: 
Reaktion auftretende Fallung der freien Fettsiure bedingt ist. 


ec) Einflu8B von Alkalien. 


Zunehmende Mengen Alkali bedingen eine zunehmende Aufhellung 
und schlieBliche Lésung der Triibung. 


d) Einflu8 von Salzen. 

Wahrend es leicht méglich ist, bei analytischem Arbeiten dic 
schwach alkalische Reaktion der Lésung, bei der eine gute Ca-Triibunyg 
auftritt, einzuhalten, ist der Zusatz von Salzen unvermeidbar. Denn 
jede Kalkanalyse bedingt nach Veraschung der untersuchten — woli! 
meist organischen — Substanz das Aufnehmen derselben in eine Siiur 
und Neutralisation derselben entweder durch das zugesetzte alkaliscli 
Reagens selbst oder durch Alkali. 

a) NH,Cl. Zum Studium der Wirkung von zugefiigten Salzer 
auf die Triibung wurden anfangs Salze zugesetzt, die durch Neutra- 
lisation zugefiigter n/10 HCl-Lésung und n/10 NH,OH-Lésung ent- 
standen. Da diese Lésungen bei steigendem Zusatz eine ebenfall- 
ansteigende Triibung bedingten, wurden spiiter, um eine eventuell 
Wirkung des NH,OH auszuschalten, die gleichen Versuche durc| 
Neutralisation der Siure mit NaOH an Stelle der NH,OH angestell' 
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Tabelle XIII. 


EinfluB von NH,Cl aus Lésungen hergestellt. 





Nr. 


saa a areas, Wile. ga od 0.2 2 Y 0.2 

Zusatz von cem n/10 HCl 0 ; 3 4 
eemn/l0 NH,OH. . 0 y 4 5 

Ablesung 40,0 37,4 35, 33,4 30,4 


Verglichen mit... . . 40 1=—40 40 1 = 40 
16,0 24,0 


0 


Abweichung. . . . .% 0 6.5 11,3 


Die Tabelle XIII lehrt, daB mit steigendem Zusatz der Lésungen 
auch die Triibung anstieg. 

Um nun zu entscheiden, ob diese Triibung durch einen Einflu® 
des Salzes auf die kolloiden triibenden Teilchen oder auf einer Ver- 
unreinigung der untersuchten Lésung durch Ca-Ionen der zugefiigten 
Lisungen bedingt wurde, wurden steigende Mengen auf gleiche Weise 
hergestellten Salzes zu Reagens und Wasser gefiigt, ohne daB Ca zu- 


nN von gegen war. 
4 ecm Tabelle XIV. 


saure! Zusatz von NH,Cl und NaCl zum Reagens, ohne Ca-Zusatz. 





Nr. 3 : la 2a 3a 4a 


0,1n NaOH 
0 








em n/10 NH,Cl...... . .} 0) 3 4 
|: Rees eer eer 0 
H,Oad........ . | 25/25/ 25/25 25 
Nach 2 Stumden..... . Klar ae Klar FONT 6 
Triibe Tribe 
1 lie Es zeigte sich, daB auch bei Abwesenheit des Ca die zugefiigten 
bung Salzmengen in ihrer Menge entsprechender Starke Triibungen ver- 
Denn ursachten. Hierdurch war es wahrscheinlich gemacht, daB die Triibungen 
woll aus Verunreinigungen der Lésungen mit Ca stammten. Schon die 
aire Léslichkeit des Glases der Flaschen, in denen die n/10 Lésungen auf- 
sch bewahrt werden, geniigt zur Erklirung. Da aber noch die Méglichkeit 
vorhanden war, daf die Salze an sich eine Wirkung auf das Reagens 
zen ausiibten, wurde reinstes NaCl pro analysi in Leitfahigkeitswasser 
itra- gelést, zu Wasser -+- Reagens hinzugegeben. Da 10 ccm einer n/10 NaCl- 
ent- ——  Lésung etwa 0,06 g NaCl enthalten, wurde 1 ccm einer 6proz. NaCl- 
falls Lésung zu 0,4ccm Reagens und Wasser ad 25 hinzugegeben. Diese 
tel |; Lésung blieb vollkommen klar. 


Ire! Hierdurch war bewiesen, daB die Triibung bei Zusatz von Salzen 
elit in Form von Lésungen aus Ca-Mengen stammten, die in den zugefiigten 
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Lésungen enthalten waren. Es lag also das gleiche Verhiltnis 
wie bei dem gewohnlichen destillierten Wasser. 

Da es nun fiir die Methode auBerordentlich komplizierend erschien 
von allen in Frage kommenden Lésungen reinste Lésungen aus Leit. 
fahigkeitswasser herzustellen und diese in paraffinierten Flaschen auf- 
zubewahren, ergab sich fiir alle in Frage kommenden Zusitze zu den 
Triibungen die Vorschrift, diese nie in irgendwie bedeutenden Volumina 
von Lésungen, sondern stets nur in Form von wenigen Tropfen, ent. 
sprechend konzentrierterer Lésungen, zuzufithren. Hierdurch kénnen 
alle beliebigen Lésungen zugesetzt werden, ohne dab ihr stets vorhan- 
dener Ca-Gehalt st6rend in Erscheinung tritt. Es wurde daher jetzt 
die Salzwirkung bei Zusatz weniger Tropfen starker Lésungen studiert 


Tabelle XV. 
Versuch mit NaCl-Zusatz. NaOH frisch bereitet. 





0,4cem Reagens + ccm 
R/O Mea ie 0 5 10 
n/l0 NaOH .... 0 4 6 11 
PS 5. 8 os ae a 25 25 25 25 
Klar +» Zunehmend triibe 


Die Tabelle XV zeigt noch einen Versuch mit mehreren Kubik- 
zentimetern verdiinnter Lésungen, bei denen die Lauge frisch aus 
Na,O und Leitfahigkeitswasser hergestellt war. Da auch dieser Zusatz 
Triibungsvermehrung aufweist, ist es klar, daB sich Ca nicht nur in 
den Standflaschen der Lauge, sondern auch in denen der Saure geldst 
finden muB. 


Tabelle XVI. 


Einflu8 von 5n NH,OH bei Zusatz konzentrierter Lésung in kleinen 
Volumen. Zu 0,4 com Reagens wurden gesetzt. 





Nr. 1 3 4 5 6 


Wee Ma. s , b cy ue nk 2Tr. 4 Tr. 8 Tr. | 16Tr 


MUR cos 3 8 cee ae ee a ee 23 23 23 33: 1 3 
Bleibt klar 


+ 2ecem Ca-Lésung mg CaO. . 0,2 0,2 02| 02] 0.2 0,2 
Ablesung......... . . || 300! 298| 301/ 299| 300 308 
Verglichen mit... . . . . . /1=30/1—30|1—30| 1—30/ 1—30/1—30 
ANE SS RNG 00) 06) 03 03 | 0,0 2,4 
Parallelversuch, Ablesung . . .)| 30,0 30,0 30,0) 30,0 30,0 30,0 
Verglichen mit ..... . . . |1==30/)1=30/1—30/ 1—30/1—30/1— 30 
Aetna 5S 0,0 0,0 00) 03); 00 0,0 
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In vorliegendem Reihenversuch wurde der EinfluB eines NH,OH- 
Uberschusses auf die Triibung bei Anwendung von 5n NH,OH in 
Tropfenvolumina gepriift. Die Versuche lehren, da8 Ammoniak von 
der Starke 5n in Mengen bis zu 16 Tropfen bei einem Endvolumen 
von 25cem weder an sich ohne Ca-Zusatz eine Triibung des Reagens 
bedingte, noch irgend einen Einflu®B auf die Ca-Triibung hat. Bei der 
Neutralisierung einer sauren Asche kann also ein entsprechender Uber- 
schuB von Ammoniak ruhig unberiicksichtigt bleiben. 


Tabelle XVII. Einflu8 von NH,Cl bei Anwendung 5n Lésung. 





: , 0,2 0,2 

l 8 16 
; 8 
5 


mg CaO ge Ee ee a ae ee , 0.2 
Tropfen HCl 5n . 0 
a Ne,On on. . 0 l 


16 
H,O ad gigs ae 25 25 y ‘ 
Ablesung gegen 1 30 . | 30,0 | 30,0 29,8 37, Flockt 
Parallelversuch . ... . |} 300 300) 30,0 Flockt 
Gemessen gegen I = 30 

Abweichung ... .% 0,0 0,0 0,3 03 — — 


25 


Tabelle XVII zeigt den Einflu8 von NH,Cl, das aus steigenden 
Mengen bis zu 16 Tropfen 5n NH,OH und HCl hergestellt wurde. 
Mengen bis zu zwei Tropfen hatten keinen EinfluB, dann wirkt der 
Salzgehalt flockend auf die Triibung und verhindert ihre Messung. 

Da eine Breite von zwei Tropfen ein zu kleines Arbeitsbereich 
darstellt, wurden entsprechende Versuche mit n/1 Losungen angestellt. 


Tabelle XVIII. EinfluB von NH,Cl bzw. Anwendung n/1 Lésung. 





Nr. - ‘ 


oot y » y 2 ¥ 0,2 0,2 
Tropfenn/1 HCl. . j 10 10 
» n/INH,OH 0 f ¢ 13 13 
SEAMEN a es se 25 ‘ 25 2% ‘ 25 25 
Ablesung . . . 4 2 | 40,0 | 39,9 Nicht meBbar 


Verglichen mit 1 — 40 
Abweichung. .% ), f 0,0 0,3 : 1,0 


Abweichung bei 
Parallelversuch % 0,0 0,3 0,0 0,0 0,0 3 
Die Tabelle XVIII zeigt, daB Salzmengen, die aus Mengen bis zu 
sechs Tropfen n/1 HCl und entsprechender Menge NH,OH hergestellt 
wurden, ohne Einflu8 auf die Triibung sind. GréBere Mengen wirken 
aufhellend, da sie die Flockung begiinstigen. 
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Aus diesen Versuchen resultiert nun folgende praktische Vorsch: 

Alle zugesetzten Substanzen diirfen nur in Form von Tropfen ¢,/ 
sprechend konzentrierterer Loésungen zu den Ca-Triibungen zuges 
werden. Eine Ca-Asche — beispielsweise eine Blutasche — kann ohn 
Schadigung der Triibung in einer Menge von einem bis sechs Trop! 

1 n HCl aufgenommen und mit der gleichen Menge 1 n NH,OH neut: 
lisiert werden. Ein Uberschu8 von Ammoniak schadet bei 1 n 
zu etwa 30 Tropfen nicht. 

Da zwei bis drei Tropfen n-Salzsiure vollig zur Aufnahme ei) 
Asche der entsprechenden Blutmenge geniigen, ist als zweckmialiix 
Vorschrift festzuhalten, die Asche mit etwa drei Tropfen In H(' 
aufzunehmen und die saure Lésung mit fiinf bis sechs Tropic: 
n/l NH,OH dann schwach alkalisch zu machen. 

Nunmehr wurde versucht, festzustellen, ob das Magnesiumion 
gleicher Weise wie das Ca-Ion mit der Fettsiure empfindliche Triibung 
liefert, was bei dem analogen chemischen Verhalten wahrscheinlich 
erschien. Da die Ca-Methode hauptsichlich fiir die Blutanalyse | 
stimmt ist, wurde versucht, ob der dem Ca entsprechende Mg-Gehait 
im Blute schon eine Triibung hervorzurufen vermag. 

Da in lecem Blut etwa 0,2mg Ca und 0,05 mg Mg vorhande: 
wurde eine Lésung von MgSO, hergestellt, die in 1 cem 0,247 mg MgS(), 
entsprechend 0,05 mg Mg enthalt. Die Lésung wurde mit Leitfahigkeit-. 
wasser hergestellt und variierende Mengen von ihr mit Reagens uni 
Wasser versetzt. 


Tabelle XIX. Einflu8 von Magnesiumsalz. 0,4 Reagens +. 





Magnesiumsulfat-Lésung ccm 0 1 2 + 16 


Aqua ad ....... 25, 25 | 25 25 25 25 
Gemessen gegen 3 ccm CaO (0,1 mg CaO im ccm) + aqua ad 25 


Klar Anfangs klar, > 
Nach 4, Stunde tribe Tyijben sofort 


Die Versuche lehren, daB Magnesiumsalze schon in Mengen vo 
0,05 mg im Volumen von 25cem deutlich Triibung mit dem Reagen- 
geben. Hieraus folgt, daB zur Bestimmung des Ca im Blute dassel!» 
entweder als Oxalat isoliert werden muB oder daB, was als zweckmiibiy 
empfohlen wird, die Analyse den Begriff ,,Erdalkalioxyde**, ausgedriick' 
als CaO, einfiihrt und diese GréBe der physiologisch-chemischen Unter- 
suchung zugrunde legt. Dies kann um so eher geschehen, als de: 
Mg-Gehalt gegeniiber dem Ca-Gehalt wohl als der invariable anzusehe 
ist. Inwieweit die Mg-Triibung der Ca-Triibung entspricht, spezic! 
die Frage, ob die gleichen Molarkonzentrationen Mg und Ca die gleiche 
Triibungen liefern, soll in spateren, die spezielle Ca-Analyse des Blut«~ 
betreffenden Arbeiten untersucht werden. 
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Jedenfalls liefert die nephelometrische Methode und das neue Reagens 
wich die Méglichkeit, die bis jetzt sehr schwer infolge ihrer geringen Kon- 
zentration im Blute me8baren Mg-Salze zu messen, da es ja nur notwendig 
ist, das Ca als Oxalat zu entfernen und in der dann zuriickbleibenden 
Blitasche das Mg analog dem Ca nephelometrisch zu bestimmen. 


7. EinfluB der angewandten Reagensmenge auf die Triibung. 

Bei der Erprobung eines neuen Reagens ist es notwendig, fest- 
zustellen, in welchen Grenzen Reagensmengen zur Fallung der zu be- 
stimmenden Substanz ausreichen. Hierzu kommt bei der nephelo- 
metrischen Untersuchung noch die Aufgabe, bei gleichbleibender Menge 
der zu fallenden Substanz festzustellen, welchen EinfluB eine wechselnde 
teagensmenge auf die Triibung ausiibt. 


Tabelle XX. EinfluB der Reagensmenge. 





Nr. 1 2 3 + 5 6 la 2a 3a 4a 5a 6a 


mg Ca .. 02; 0.2! 02) 02) 02; 02) 02! 02) 02: 02; 02! 02 
Reag., ccm | 0,1) 02 03 04 05 06 O1 02) 03 04 05 06 
Ablesung . 40,0 295 36,7 40,1 40,1 40,0 40.0 27,9 400 40.0 39,9 40.0 
Verglichen mit 1 1 2 3 4 5 1 1 2 3 4 5 
= 40 — 40 — 40 — 40 — 40 — 40 — 40;— 40 — 40 — 40 — 40 — 40 
Abweich.,% — | 20 8 0,25 0.25 00 — 30:00 00 00 00 


In vorliegendem Versuch wurde der EinfluB steigender Reagens- 


mengen bei gleichem Ca-Gehalt studiert. 

Es zeigte sich, daB bei einer Konzentration von 0,2 mg Ca in 
25cem Volumen Mengen von 0,3ccm Reagens erforderlich fiir eine 
quantitative Ausfillung des Ca sind. Mengen tiber 0,3ccem andern 
die Tribung nicht. D. h., da etwa von einer Konzentration von 0,6 ccm 
Reagens an eine Eigentriibung durch das Reagens auftritt, ist ein 
Spielraum von 0,3 bis etwa 0,5 ccm Reagens gegeben. Ein erheblicher 
ReagensiiberschuB bewirkt Lésung der Kalkseife. 

Es fragte sich nun, da eine Menge von 0,5 ccm Reagens zu tiber- 
schreiten unzweckmaBig wegen der Eigentriibung ist, welche Ca-Menge 
von dieser Reagensmenge noch quantitativ gefallt wird. Hierzu wurden 
Versuche mit einer Konzentration von 0,5 bis 1,0mg Ca in 25 ccm 
Volumen angestellt. 

Aus diesen Versuchen ging hervor, daB eine Menge von 0.4 ccm 
Reagens zur quantitativen Fallung von 0,4 mg Ca ausreicht. Dagegen 
gebraucht eine Menge von 1,0 mg Ca etwa 0,8ccm Reagens. 

Da 0,4ccm Reagens als das zweckmibigst anwendbare Volumen 
bezeichnet wurde, folgt hieraus als maximal bestimmbare Ca-Kon- 
zentration etwa ein Gehalt von 0,4 mg Ca in 25cem. Da 0,04 mg Ca 
noch meBbar, liegt die bestimmbare Ca-Menge zwischen 0,04 bis 0,4 mg 
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Ca in 25cem Volumen. Auf diesen Gehalt waren die zu analysierend:n 


Losungen zu verdiinnen. Ein héherer Gehalt von Ca und entsprechenie 
Mehranwendung von Reagens wire infolge der Eigentriibung fehlerhatt. 

Es wurde daher allen Messungen die Reagenskonzentration yon 
0,4cem in 25cem Volumen zugrunde gelegt. 


8. Das Verhdltnis der Triibung zur Konzentration der Lésung. 

Auf Grund der gewonnenen Arbeitsmethode wurde nun versuchit, 
festzustellen, welche Funktion zwischen der Triibung durch die Kalk- 
fettsiureverbindung und der Konzentration der Lésungen an Ca besteht. 

Die anfanglichen Versuche schienen stets zu zeigen, daB die Lé- 
sungen starkerer Konzentrationen, verglichen mit denen schwacherer, 
triiber waren als dem weiter oben erwahnten Gesetz der Proportionalitit 
entsprach. Es wurden daher neue Reagenszusammensetzungen ver- 
schiedenster Form, sowie Zusitze von Gelatine, Kieselsiure, Aceton, 
Elektrolyten usw. erprobt, ohne da die Resultate sich anderten. 


SchlieBlich gelang es aber zu zeigen, dai die Abweichungen nur 


scheinbare waren und sich durch genaue Innehaltung der Arbeits- 
vorschriften und Prizision des Arbeitens vermeiden lassen. 


So ist es vor allem nétig, einzelne Ausfille, die — ohne daB wir 


hierfiir einen Grund angeben kénnten — hin und wieder auftreten, 
dadurch auszuschlieBen, daB stets eine Anzahl Parallelversuche an- 
gesetzt werden. Zum Beweise der bestehenden Gesetzmabigkeit im 
Sinne der Proportionalitat zwischen Triibung und Konzentration wurde 
stets mit fiinf Parallelversuchen gearbeitet. Fiir praktische Bestim- 
mungen geniigen etwa drei. 

Wahrend die Parallelbestimmungen stets innerhalb der weiter 
unten angegebenen Fehlergrenzen (etwa 1°%) genau iibereinstimmen, 
kommen hin und wieder Triibungen vor, die ganz grob um 10 bis 50°, 
abweichen. Solche Triibungen sind zu verwerfen. 

Des weiteren ist darauf zu achten, daB Vergleich und untersuchte 
Lésung gleichzeitig angesetzt werden und die Messung innerhalb etwa 
einer Viertelstunde vorgenommen wird. Der Sauberkeit des Arbeitens 
mu hinsichtlich der Empfindlichkeit der Triibungsmessung einerseits. 
der minimalen Kalkmengen, die sich leicht als Verunreinigungen ein- 
schleichen, andererseits, peinliche Aufmerksamkeit geschenkt werden 

Werden diese Bedingungen erfiillt, so entsprechen die Resultate 
allen Anforderungen. 

Die gegebenen Untersuchungen sind so angestellt, daB Reihen 
aus sieben Punkten angelegt wurden, deren Endpunkte (hinsichtlich de: 
Ca-Konzentration) sich verhielten wie | : 2. Es wurden drei solche Reihen 
entsprechend den Konzentrationen von 0,05 bis 1,0 mg Ca, 1,0 bis 
2,0 mg Ca und 2,0 bis 4,0 mg Ca in 25 ccm Lésungsvolumen hergestellt 
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Die Messungen wurden so vorgenommen, daf das Anfangsglied 
einer Reihe auf die Nephelometerskala 40 gestellt wurde, wihrend die 
iibrigen sechs Reihenglieder gegen das erste als festen Standard ein- 
gestellt wurden. So waren die extremsten Verhiltnisse, die zur Messung 
verglichen wurden, Konzentrationsverhalt- 4 ' - 
nisse von 1:2. Es ist gut méglich, iiber | | 
dies Verhaltnis hinauszugehen, doch ist es 
hinsichtlich der Genauigkeit der Messung 
nicht ratsam und in der analytischen 
Praxis auch unndétig. 

is wurden stets fiinf Parallelversuche 
von jedem Reihenpunkt hergestellt und 
von jedem Versuch fiinf Ablesungen vor- 
genommen. Der aus den fiinf Versuchen 2 ei ee ie 
ermittelte durchschnittliche Wert wurde ok cap a 
als endgiltiger Messungswert angenommen fa 
und mit dem Nephelometerpunkt, der sich gemaB dem Gesetz der 
Proportionalitit theoretisch ergeben sollte, verglichen. Die eventuelle 
Abweichung wurde prozentual ausgedriickt. Es folgen nun die Versuche. 
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Tabelle XXI. 
Beziehung zwischen Konzentration und Triibung: gemessen zwischen 
0,05 bis 0,1 mg Ca = 2 bis 4cem Loésung als Endpunkte einer Reihe 
von sieben Gliedern. 





cem Ca-Lésung . 2, 2.0 2.0 2.0 2,0 


40,3 402 403 40,8 
40,1 | 40,3 404 41,5 


Ablesung- . - - 39,6 40.4 404 41,0 | eee ae 


398 398 401 40,8 
40.0 | 40,0 402 40,8 


Durehschnitt . . 39.96 40.12 403 41,0 Theoret. Wert 40,0 
Verglichen mit . 40 1 — 40|1 — 401 — 40 


j 


Abweichung . % - 0 0.25' 0,75 ' 25  Abweichung 0,75%,. 


b 
eem Ca-Lésg. . . 2,24| 2,24| 224] 2.24| 2,24 


| 35,8 | 38,7 | 35,9 | 37,9 | 359 || 

36,0 | 35,5 | 361 | 378 | 36,1 | Pea on ie 

36.2 362 | 35,6 37.9 358 | Durchschnittliche 

| 35,6 35.9 35.9 | 380 360 
35,5 | 35,7 | 35,9 | 38,0 | 36,0 


Ablesung - Ablesung 36,3 


Durehschnitt . . | 35,82 35,80) 35,88 37,96 35,96 Theoret. Wert 35,8. 
Verglichen mit . a= 40a—40a—40a—40a—40 Abweichung 1,4%. 
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Tabelle XXI, (Fortsetzung.) 





Nr. 2 3 + 
° 
cem Ca-Lésung . 2.52| 252) 262: 2562 
| 32.0 | 31,6 | 31,5. | 31,9 


| 32,0 31,4 | 31,8 | 31,9 | Durchschnittlich: 


Ablesung- - - - +! 31,6 | 31,9 | 31,9 32,0 
318 315 319 318 32. | Ablesung 31,9. a 
| 315 319 318 31,7 
Durchschn. Ables. 31,79 31,66/ 31,78 31,86 intatiane cy. abl 
d 
eem Ca-Lésung .|| 2,82; 2,82) 282) 282 
| 295 | 29.0 | 282 | 284 |= 
28.6 28,7 28,2 28,5 [, @. ) hnittliche ; Ver 
| 992 987 | 979 | 296 | 
28,8 | 28,5 | 27,9 | 29,2 
Durchschn. Ables. 29,06 29.00 28.04) 28.98 Theoret. Wert 28,4 ; cer 
Verglichen mit. . a—40a—40a—40a—40a—40 Abweichung 0,4% 
bs Ab 


ccm Ca-Lésung .| 3,18 3,18 3,18 3,18 3,18 


| 25,5 | 25,2 | 249 | 254 | 25.0 
25.6 250 | 254 | 253 | 249 | io, MD 
Ablesung. . . 1 250 | 249 | 250 | 252 | 949 | | Durchschnittlich -: 


25,2 | 253 | 248 | 25,1 | 25,1 
25,0 | 25,2 | 24,9 | 24,8 | 25,2 


Durchschn. Ables. | 25,26 25,12) 25,0 | 25,16) 25.0 | Theoret. Wert 25,1 


| Ablesung 25,1 
Ve 


Abweichung 0,0%, 
f ee 
ecm Ca-Lésung .|| 3,56 3,56) 3,56 3,56) 3,56 


| 21,2 | 21,6 | 21,5 | 218 | 220 pe 
| 21,5 | 21,7 | 21,2 | 290 | 299 | Pree 
Ablesung. . . .)) 216 | 21,8 | 21,2 | 21,9 | 293 scoot amg ey 
| 216 | 216 | 212 | 220 220 | ' ' 
21,5 | 21,6 | 213 | 220 | 294 D 


Durchsehn. Ables. | 21,48 | 21,66 | 21,28 | 21,94| 22,18) Theoret. Wert 22,2 v 


Verglichen mit. . |a= 40\a - 40'a ~ 40 a 40\a 40 ‘Abweichung 2,2% 


g 
cem Ca-Lésung . 40 | 4,0 4,0 4.0 4.0 
| 19,8 | 20.5 | 200 | 203 


20,0 | 20,4 | 19,9 | 20,4 Dos Durchschnittliche 
: 19,6 | 20,2 | 19,8 | 20,2 fall Ablesung 20,09 A 
19,8 | 204 | 200 | 201 é 
if 196 | 20,5 | 200 203 ) yi 
Durchschn. Ables. | 19,76) 20,4 | 19,94 20,26 Theoret. Wert 20,0 
Abweichung 0,45°%, 
Durchschnittlicher Fehler der Reihe a—g 0,8%. 


Ablesung. . 
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Tabelle XXII. 


Messungen zwischen 0,1 bis 0,2mg Ca = 2 bis 4ccom Ca-Lésung 
als Endpunkte einer Reihe von sieben Gliedern. 





Nr. 1 2 3 4 


a 
eem Ca-Lésung . 2 2 2 2 


2 

20,2 | 20,1 20,0 | 20,0 | 20, 
| 19,7 | 20,0 | 20,0 | 20,0 | 20, | 
Ablesung- + - > 20,3 | 20,2 20,0 | 19,6 | 20, 
| 200 | 
20, 
20, 


Durchschnittliche 

200 | 202 199/198 | Ablesung 20,03. 
20,3 | 20,0 20,0 | 19. 8 | 

Durchsechn. Ables. | 26,10 20,10 19, 98 19,84 12\ Theoret. Wert 20,0. 


Verglichen mit . leem Ca-Lésung = 40 Abweichung 0,15%. 


b 
cem Ca-Lésung . 2,24; 224| 2.24 224| 2,24 


35,4 | 35,6 | 35,0 | 35,1 | 340 | 
| 35,4 | 353 | 35,6 | 34,9 
Ablesung: - - - || 35,2 | 35,4 | 35,4 | 35,2 343 
| 35,1 | 35,3 | 35,2 | 35,0 | 342 
|| 35,3 | 353 | 35,5 | 35,2 34,0 


Durchsechn. Ables. 35,26) 35,38 35,3 35,08 34,20 Theoret. Wert 35,8. 


Durchschnittliche 
Ablesung 35,3. 


Ausfall 
Verglichen mit . a—40a—40a—40a—40a—40 Abweichung 1,4%. 


c 
ccm Ca-Lésung . 2,52 2,52) 2,52) 252 2,52 


31,5 315 | 32,1 | 31,0 
310 | 317 | 322 311 
Ablesung- - - - 4) 31,3/| 316 | 322 | 314 | 31,6 |\ Duschschnitthete 
31,0 32,1 | 31,3 t ere 
312 32,3 | 31,4 


Durchsehn. ‘Ables. | 31,20 32,18 31, 24 | 31, 48 ‘Theoret. “Wert 31,7 7. 
Verglichen mit . a= 40\a = - 40\a — 40a — 40a — 40 Abweichung 0,6%. 


d 
cem Ca-Lésung . 2,82 | 2,82| 2,82) 2,82| 2,82 


28.0 28,6 | 282 28, 4 

4 | 290 | 28,7 28.0 

Ablesung: - - - ¢| i 28,8 28,3 | 27,9 
29.0 | 28,7 | 28,1 

28,7 | 28,8 | 27,9 

Durehschn, Ables. ce 28,8 | 28,5 | 28,06 Theoret. Wert 28,4. 


Verglichen mit . a—40a—40a—40a—40a—40 Abweichung 0,0%. 
Biochemische Zeitschrift Band 137. 12 





Ausfall | | Durchschnittliche 
37,4 | Ablesung 28,4. 
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Tabelle XXII. 





H. Kleinmann: 


(Fortsetzung. ) 





Nr. 1 2 3 4 5 
e 
eem Ca-Lésung . 3,18 3,18, 3,18 3,18| 3,18 
| 25,4 | 25,2 | 248 | 25,1 | 254 
253 250 249/251 256 | ee 
Ablesung- - - - }) 25,7 | 25,1 | 25,0 | 26,1 | 25,7 || Dunchschnittlich 
25,2 | 25,0 | 248 | 25.2 | 256 | Ablesung 25,2. 
25,3 | 25,1 | 246 | 25,1 | 25,4 | 
Durchschn. Ables. | 25,38) 25,00 24,82) 25,12) 25,54, Theoret. Wert 25.2 
Verglichen mit . a—40a—40/a— 40\a—40a—40 Abweichung 0,0°,. 
f 
ecm Ca-Lésung . 3,56 3,56 3,56 3,56 3,56 
221 | 224 | 224 | 20,7 | 223 
218 221 225 208 223 | i 
Ablesung. 21,6 | 223 | 230 | 206 | 231 |\ Dunchechnittlich 
| 22:0 223 224 213 | 220 | Ablesung 21,93 
22,0 | 22,4 22,5 | 21,2 22,3 


Durchschn. Ables. | 21,90! 22,30 | 





22.36! 20,92| 22.2 
































Durchschnittlicher Fehler der Reihe a bis f 0,6%. | Abweichung 1,2°,. 
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Tabelle XXIII. 


Messungen zwischen 0,2 bis 0,4 mg Ca (2 bis 4 ccm Ca-Lésung) als Endpunkte 


Theoret. Wert 22.19. 





einer Reihe von sieben Gliedern. 
Nr. | 1 2 es ee 5 
4 
ccm Ca-Lésung || 20 | 20 | 20 | 20 | 20 
| 20,0 | 20,3 | 19,6 | 20,2 | 200 | 
20,1 | 20,5 | 19,4 | 20,1 | 200 | ttliche 
Ablesung. . . .)/ 198 | 202 | 19,7 | 204 | 20,2 | | Varyoochoitanen 
| 20,0 | 20,3 | 19,3 | 202 | 198 | ‘ 
20,2 | 20,0 | 19,7 20,3 | 20,0 | 


Durchschn. Ables. | 20,02| 20,26| 19,64 | 20,24 
Verglichen gegen . | 








lecm Ca-Lésung = 40 


20,0 | Theoret. Wert 20,0 
Abweichung 0,3 ° 





Ab 


Du 





unkte 





she 
0) 
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Tabelle XXIII. 


(Fortsetzung. ) 


179 











Nr. 1 2 3 4 5 
b 
com Ca-Lésung .| 2,24 2,24) 2,24 2,24| 2,24 
34,8 | 34,2 | 34,6 | 346 | 35,0 
| 35,0 | 343 | 35,1 | 34,7 | 351 
Ablesung. . . 34,8 | 34,6 | 345 | 34,7 | 35,3 
| 34,7 | 34,4 | 34,5 | 34,6 | 35,6 
34,6 | 34,6 | 34,7 | 34,5 | 34,9 
Durehschn. Ables. | 34,78 | 34,42 34,68 34,42 35,18 
i 
cem Ca-Losung . 2,52 : 2,52 2,52| 2,52) 252 
31,9 | 319 | 325 316 | 309 
| 31,6 | 31,9 | 32,3 | 31,6 | 30,7 
Ablesung. . -4 {1 31,3 | 31,8 | 32,4 | 31,5 | 31,3 
| 315 | 318 | 323 315 | 31,0 
314 | 318 | 325 | 316 306 
Durehschn. Ables. | 31,54 
Verglichen mit. ./a—40a—40a—40a—40a 
d 
eem Ca-Lésung 2,82} 282) 282 282! 282 
28,5 | 28,1 | 28,6 | 282 | 285 
| 28,1 | 28,1 | 28,0 | 28,7 | 28,7 
Ablesung. . . .)| 283 | 282 | 283 287 | 286 
| 28,1 | 28,4 | 28,2 | 28,4 | 28,9 
See 28,3 | 28,1 | 282 | 28,7 | 288 
Durchschn. Ables. 28,26 | 28,18 | 28,06 28,54 28,70 
Verglichen mit. . a—40a—40a—40a—40a—40 
e 
ccm Ca-Losung 9:38 |-.-3;16|' - 318:| > 2361: 3.18 
25,5 | 24,8 | 25,5 | 252 | 25,0 
| 25,7 | 246 | 252 | 26,2 | 246 
Ablesung. . . .) | 25,6 | 24,5 | 25,6 | 25,0 | 25,0 
| 25,3 | 244 | 25,4 | 25,1 | 249 
25,2 | 24,7 | 25,4 | 25,2 | 25,1 
Durehschn. Ables. | 25,46 24,60; 25,42 25,14) 25,52 
Verglichen mit. . a—40a—40a—40a—40a— 40 
f 
cem Ca-Lésung . 3,56| 3,56) 3,56, 3,56 3,56 
21,7 | 22,0 | 22,3 | 22.0 | 22,2 
| 22,1 | 22,1 | 225 | 22,1 | 223 
Ablesung. . . .) | 221 | 22.3 | 22.5 | 221 | 220 
22,0 | 22,2 | 22,2 | 225 | 22,4 
Shee 21,8 | 222 | — | 223 | 22,1 
Durchschn. Ables. | 21,9 | 22,19| 22,82) 22,2 | 22.2 





31,84 | 32,40 31,64 30,90 Theoret. Wert 31,7 _ 
40 Abweichung 0,0°% 


| Durchschnittliche 
| Ablesung 34,7 


Theoret. Wert 35,8 
Abweichung 3,0, 


| Durchschnittliche 
| Ablesung 31,7 


| Durchschnittliche 
| Ablesung 28,4 


Theoret. Wert 28,4 
Abweichung 0,0°% 


| Durchschnittliche 
| Ablesung 25,2 


Theoret. Wert 25,2 


Abweichung 0,0% 


| Durchschnittliche 
| Ablesung 22,3 


Theoret. Wert 22,2 
Abweichung 0,4 °%%, 


12* 
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Tabelle XXIII. (Fortsetzung.) 





MP Rt et BR ES 


com Ca-Lésung .| 4,0 | 4,0 
| 20,1 | 19,7 | 20,2 | 





20,0 | 19,6 | 20,3 | 

Ablesung. . . . 1 20.2 | 19,2 | 203 | 
20,1 | 19,3 | 20.2 | 20, 
20,1 | 19,4 | 20,3 | 202 


Durchschn. Ables. | 20,1 | 19,4 | 20,3 | 20,1 | — | Theoret. Wert 20,0 


| Durchschnittlich: 
| Ablesung 19,9 


Abweichung 0,5 °%, 
Durchschnittlicher Fehler der Reihe a bis g 0,6%. 

Aus diesen Versuchen geht hervor, daB innerhalb der untersuchten 
Grenzen sich die Triibung direkt proportional der Konzentration an 
Ca, also umgekehrt proportional der Héhe des belichteten Tyndall- 
kegels, verhailt. DaB das Resultat auBerordentlich genau ist, zeigen 
die Zusammenstellungen der Fehlerberechnung. 

Es wurde einmal der durchschnittliche Fehler jedes Reihenpunktes 
gegentiber dem theoretischen Werte in Prozenten dargestellt und der 
durchschnittliche Fehler aus allen untersuchten Punkten als durch- 
schnittlicher Fehler der Methode angenommen. 

Auferdem wurde der wahrscheinliche Fehler jedes Reihenpunktes 


gemaB der Formel 
x = 0,673 1/2) 
n 

berechnet, worin x, den wahrscheinlichen Fehler, x die einzelnen Ab- 
weichungen der Beobachtungen vom theoretischen Wert und n dic 
Zahl dieser Beobachtungen (hier also fiinf) darstellen. 

Der wahrscheinliche Fehler wurde ebenfalls prozentual ausgedriickt 
und der Durchschnitt aller wahrscheinlichen Fehler gegeben. 


Fehlerberechnung. 
Zu Tabelle XXI. Zu Tabelle XXII. 





Wabrscheinl. Fehler aa Wabrscheinl. Fehler 
Durchschnittlicher | =e Durchschnittlicher —— 
‘ehler 2, = 0,673 1/7 (2°) Febler 2, = 0,673 yo 
n n 
% 


% a 


18 4 
0,6 
0,0 
0,0 
12 
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schnitt | , schnitt 
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Zu Tabelle XXIII. 





eae Wabrscheinl. Febler 
/urchschnittlicher Ro 
Febler X_ = 0,673 y’ (z*) 
n * a 
of, OL, Durchschnitt aus allen Versuchen. 


Durchschnittlicher Fehler: 0,7 % 


Durchschnittlicher 
wahrscheinlicher Fehler: 1,0 % 


0,3 0,5 
3,0 2,2 
0,0 1,0 Ben. 
MP he (2, ~ 0,673 / = *) 
0,4 0,8 
me 0,6 1,0 
| oF Lo 

Es zeigt sich also, daB der durchschnittliche Fehler der Methode 
etwa 0,7°%, der wahrscheinliche etwa 1°%, betragt. 

Hierbei ist aber zu beachten, daB die Genauigkeit der Resultate 
sehr von der Ubung des Untersuchers abhingt. Bei ungeiibtem 
Untersucher sind etwa die doppelten Werte der gegebenen Fehler 
als wahrscheinlich zu schatzen. 

SchlieBlich wurden nun noch neben den durch Fallung hergestellten 
Triibungen solche durch Verdiinnung starkerer Triibungen _her- 
gestellte verglichen. 

Und zwar wurden Lésungen von 1,0, 2,0, 3,0, 4,0 com Ca-Lésungen, 
entsprechend 0,1 bis 0,4mg Ca in 25ccm Volumen hergestellt und 
selbst bei dem extremen Verhialtnis von 1:4 miteinander verglichen. 


Tabelle XXIV. 
Vergleich von durch Verdiinnung hergestellten Ca-Lésungen im Verhiltnis 
1:2:3:4, 1 bis 4 cem Ca-Lésung = 0,1 bis 0,4 mg Ca in 25 cem Vol. 





Nr. la lb 2a 2b 3a 3b 4a 4b 


Van Gepzosang 2 oS, 10; 10) 20! 20) 30; 30 40 

40,0 40,0 | 19,8 | 19,6 19,7 19.8)| 9,9 

— (40,2 | 19,7) 19,7, 19,7 | 19,8)| 9,7 

— 403 19,8 19,7 195 19,9 98 

— 400 19,9) 19,8 19,4 200 9,9 

— {40,1 19,8/ 19,7) 19,6 19.8 99 

Durehsehnittliche Ablesung .. | — /40,12)19,8| 19,7) 19,6 | 19,9; 9.8 

Verglichen mit ....... .)la=400 1—400| 2—30 l 

Verhaltnis der Lésung. .. . . 1:1 2:1 3:2 4:1 
pO Se, 4 0,3 1,2 1,2 2 

Die durch Verdiinnung hergestellten Triibungen verhielten sich 

genau wie die durch Fallung hergestellten. 
Auch sie bestatigten das Gesetz der Proportion zwischen Triibung 


und Konzentration. 








P. Rona u. H. Kleinmann: 


Zusammenfassung. 

Die Methodik der Nephelometrie wurde zur Bestimmung kleinsie 
Ca-Mengen speziell in Hinsicht auf die Blutanalytik ausgebaut. 

Zur Messung diente das Nephelometer nach Kleinmann der Firma 
Schmidt & Haensch. 

Das urspriinglich angewandte Reagens von Lyman erwies sich 
als ungeeignet. Als neues Reagens wurde das Natrium sulfo-ricinicum 
nach Berlioz-Heryng der Firma Merck vorgeschlagen. Als geeigncte 
Reagenslésung wurde eine Lésung von 10ccm dieser Substanz in 
112 cem NaOH In und Wasser zu 125 ccm experimentell ermittelt. Mit 
dem neuen Reagens wurden Ca-Triibungen untersucht. Es wurde 
der EinfluB der Zeit, des Fallungsvolumens, fremder Substanzen, de1 
Alkalitat, der angewandten Reagensmenge und das Verhiltnis der 
Triibung zur Konzentration gepriift. 


Es ergab sich als zweckmaBige Arbeitsform ein Bestimmungsraum 
von Ca zwischen einer Konzentration von 0,04 bis 0,4 mg Ca in 25 ccm 
Endvolumen. Bei Anwendung der neuen Mikrovorrichtung (Mikro- 
nephelometrie) geniigen 0,01 mg Ca zur Messung. 

Hieraus folgt fiir die Blutanalyse die Méglichkeit der Ca-Be- 
stimmung in I1ccm Blut bei Anwendung der neuen Reagenzgliise: 
(Mikronephelometrie) in 0,25 cem Blut in kiirzester Zeit und in ein- 


fachster Form, so daB sie fortlaufende Reihenversuche gestattet. 

Die Fallung geschieht mit 0,4ccm Reagens. GréBere Mengen 
geben mit Wasser Eigentriibung, Reagensmengen unter 0,3 cem fallen 
nicht mehr quantitativ. 

Die Triibung ist nach ca. 3 Minuten stabil und etwa 1, Stunde un- 
verandert haltbar. Standard- und Vergleichslésung sind gleichzeitig an- 
zusetzen. Sie vertragt Zusitze von Aceton bis zu 5 Tropfen, von Ammo 
niak bis zu 16 Tropfen 5n Lésung und von Ammoniumchlorid bzw 
NaCl bis zu 6 Tropfen 1n Lésung. Hieraus folgt die Vorschrift, ein: 
Asche in 3 Tropfen 1n HCl zu lésen, mit etwa 5 bis 6 Tropfen 
In NH,OH ammoniakalisch zu machen und zu nephelometrieren 
Das Volumen, in dem gefallt wird, sei zweckmaBig 5ccm. Volumina iiber 
12 ccm andern die Triibung. Zwischen 1 bis 12 ccm hat die Anderung 
des Volumens keinen EinfluB. Alle Verdiinnungen sind mit Leitfihig- 
keitswasser auszufiihren, da destilliertes Wasser meBbare Ca-Mengen 
enthalt. Aus demselben Grunde sind alle zugesetzten Lésungen, gleich 
welcher Konzentration, nur in Volumina von Tropfen zuzufiigen 
und die Stammlésung des Ca, die zum Vergleich als Standardlésuny 
dient, ist nach Verwendung von Leitfahigkeitswasser zur Vcrdiinnung 
in paraffinierter Flasche aufzuheben, da der Kalkgehalt von Fliissig 
keiten durch Léslichkeit des Glases bereits Fehler bedingt. 
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Die Triibungen sind mit groBer Genauigkeit reproduzierbar. Hin 
und wieder auftretende grobe Ausfille sind zu verwerfen, weshalb es 
zweckmiaBig ist, mit mehreren Parallelversuchen zu arbeiten, was leicht 
ausfihrbar ist. T'riibung wnd Konzentration verhalten sich in den unter- 
suchten Grenzen proportional, sowohl bei durch Fillung als durch Ver- 
dimnung hergestellten Reihen. Genau zu beachtende einzelne Arbeits- 
vorschriften sind gegeben. Der durchschnittliche Fehler aller Unter- 
suchungen betrug 0,7, der wahrscheinliche Fehler rund 1,0%. 

Unserer Mitarbeiterin, Frl. Grete Lénsson, die uns bei Durchfiihrung 
der Arbeit sehr wertvolle Hilfe leistete, sei an dieser Stelle nochmals 
unser bester Dank ausgesprochen. 
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Uber den kompensatorischen Einflu6 des ultravioletten Lichtes 
auf die avitaminésen Stérungen am Knochenmarke. 


Von 
Ishido (Koshu Chosen, Japan). 


(Aus der experimentell-biologischen Abteilung des Pathologischen Institiits 
der Universitat Berlin.) 


(Eingegangen am 8. Februar 1923.) 
Mit 4 Abbildungen im Text. 


Die Auffassung, daB die in ihrer chtmischen Konstitution noch 
unbekannten Vitamine die Assimilation der Nahrung und die Neu- 
bildung von Zellen und damit das Wachstum und alle Prozesse der 
Regeneration férdernd beeinflussen, fiihrt dazu, diese Vitaminwirkung 
zu vergleichen mit ahnlichen Wirkungen chemisch genau definierter 
Substanzen, oder nachzusehen, wie chemisch bekannte Stoffe den 
Mangel an Vitaminen in seiner Wirkung auf den Koérper verstarken 
oder abschwichen kénnen. 

Ogata') hat im hiesigen Laboratorium gefunden, daB durch die Gabe 
von Jod oder Schilddriisensubstanz die wachstumshemmende Wirkung 
des Vitaminmangels der Nahrung durch die durch jene Substanzen 
gesteigerte Dissimilation in den Zellen verstiirkt werden kann. 

Suda?) ist zurzeit in unserem Laboratorium mit Versuchen dariiber 
beschaftigt, wie weit die avitaminése Wachstumshemmung durch 
gleichzeitige kleine Arsengaben paralysiert werden kann. 

Bei allen diesen Versuchen aber handelt es sich um Elemente, 
durch die Wirkungen auf die Materie des Kérpers ausgeiibt zu werden 
vermogen. 

Eine andere Gruppe von Energien, die auf den Kérper Einwirkungen 
erlangen kénnen, haben wir nun in den aus freien negativen Elektronen 
oder den positiv elektrischen Atomkernresten bestehenden Strahlen 
(Kathodenstrahlen und $-Strahlen, bzw. Kanalstrahlen und «-Strahlen), 
wie in den Atherschwingungen der Réntgenstrahlen, der y-Strahlen 
und endlich der Lichtstrahlen. 


1) Diese Zeitschr. 182. 
2) Nach dem Manuskript. Erscheint in dieser Zeitschrift. 
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Unter den Lichtstrahlen nehmen die ultravioletten Strahlen, wie 
sie das Sonnenlicht spendet, oder wie wir sie in konzentrierter Form 
z. B. mit der Hanauer Quarzlampe erhalten kénnen, eine besondere 
Stelle in der biologischen und medizinischen Forschung ein. 

In letztem Betracht kann die biologische Wirkung dieser Ather- 
wellen nur so erklirt werden, daB die Atherwellen beim Durchdringen 
der Materie durch die inter- und intraatomaren Raume Erschiitte- 
rungen in den Elektronenverbinden und Umlagerungen in ihnen 
hervorrufen, also chemische Veranderungen machen. Diese chemischen 
Verinderungen sind in den sogenannten chemischen Lichtwirkungen 
bekannt. 

Wenn nun die ultravioletten Strahlen dem lebenden Kérper gegen- 
iiber nur eine sehr geringe Penetratrionskraft ausiiben, d. h. wenn 
die Atherwelle schon in der Haut aufhért, gewissermaBen stecken 
bleibt, dann wird sie zunichst in der Haut oder in den oberflachlichsten 
Blutkapillaren sich in chemische Energien umwandeln, sie wird also 
hier aus dem Gewebsmaterial gewisse neue chemische Stoffe bilden. 
Die Folge dieser Umsetzungen werden wir in den sekundiren Ver- 
inderungen des Integuments beobachten, vielleicht auch in vaso- 
motorischen Wirkungen durch eine direkte chemische Wirkung auf die 
GefaBnerven. 

Mit Recht bezeichnet Neuberg gerade das Blut der Hautkapillaren 
als den Lichtakzeptor par excellence. 

Es ist nun durchaus logisch, anzunehmen, da die in der Haut 
oder in den die Haut durchziehenden Blutkapillaren durch die Ather- 
schwingungen der ultravioletten Strahlen erzeugten chemischen Um- 
setzungen Produkte liefern, die auch von dem Blute in andere Organe 
des Kérpers verschleppt werden kénnen. Oder will man diesen Ge- 
danken allgemeiner ausdriicken, ohne etwas zu prajudizieren, so kann 
man sagen, daB die in den alleroberflachlichsten Hautschichten sich 
erschépfenden ultravioletten Strahlen sich hier in andere Energien 
umwandeln miissen, die von dem Blutstrom zu anderen Korperorganen 
fortgefiihrt zu werden vermégen. Wie weit daneben noch die durch 
die Bestrahlung hervorgerufene Kérpertemperaturerh6hung und die 
Einatmung der ozonisierten Luft eine Rolle spielen durch mittelbare 
oder unmittelbare Beeinflussung, bleibe dahingestellt. 

Nach alledem kénnen jedenfalls in inneren Organen, zu denen die 
ultravioletten Strahlen nicht hindringen, auch morphologische und 
mit dem Mikroskop nachweisbare Veriinderungen erzeugt werden. 

Eine solche indirekte Wirkung ultravioletter Strahlen ist wohl 
zuerst von Bickel und Tasawa!) im Jahre 1911 am Knochenmark von 


1) Charité Annalen, XXXVII. Jahrgang. 
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Kaninchen beschrieben worden. Sie stellten eine Vermehrung von 
Megakariocyten im Knochenmark bestrahlter Tiere fest im Vergleic) 
zu den entsprechenden Zellen im Knochenmark unbestrahlter Kontro|i- 
tiere. Spiater sind analoge Beobachtungen an anderen Organen be- 
schrieben worden; und die giinstige therapeutische Beeinflussung dcr 
Rachitis durch das ultraviolette Licht, wie die prophylaktische 
Wirkung des Sonnenlichtes auf den Ausbruch der Rachitis kann nur 
so erklart werden. Denn wie soll anders durch eine selbst kurzfristige 
taigliche, aber regelmaBig wiederholte Bestrahlung mit Tageslicht im 
Freien, eine Bestrahlung, die doch nur einen ganz kleinen Kérper- 
abschnitt, namlich die Gesichtshaut betrifft, ein solch intensiver 
KinfluB8 auf die kalkbindende Funktion der Zellen bei dem Knochen- 
wachstum herbeigefiihrt werden? Wie sollen anders die Stoffwechsel- 
veranderungen, die z. B. zu einer Einschrinkung des EiweiBumsatzes 
bei der Lichtbestrahlung fiihren, erklart werden, wenn man_ nicht 
annehmen will, daB die auf das Integument einwirkende Strahlung 
in modifizierter Energieform allen Zellen des Kérpers mitgeteilt wird / 

Je nach der Dosierung wird nun auch das ultraviolette Licht durch 
die oder in der modifizierten Energie erregend oder lahmend wirken 
kénnen. Die erregende Wirkung werden wir unter anderem auch im 
Zellenwachstum oder in Zellneubildungen suchen miissen, die lahmende 
Wirkung in einer Hemmung des Wachstums oder in einem Schwund 
von Zellen. Daf diese Auffassung richtig ist, geht aus dem wachstums- 
hemmenden EinfluB8 hervor, den ultraviolettes Licht in starker Do- 
sierung auf keimende Pflanzensamen hat. Der erregende Einflul} 
zeigt sich in der Hauthyperimie, in der leichten Dermatitis bei schwacher 
Bestrahlung, der lahmende wieder in der Ulzeration und Nekrose bei 
intensiver Bestrahlung. 

Zu den erregenden Einfliissen gehért auch zweifellos die Steigerung 
der kalkbindenden Funktion der Zellen beim Knochenwachstum, auch die 
von Bickel und Tasawa beschriebene Zellvermehrung im Knochenmark. 

Wenn nun Vitaminmangel ganz allgemein die Assimilation und die 
Zellneubildung herabsetzt und das Oxydationsvermégen der Zellen ver- 
mindert, wie wir mit Bickel!) als sicher annehmen diirfen, dann wiirden 
wir erwarten kénnen, daB auch das Knochenmark vitaminfrei ernahrter 
Tiere entsprechende Veranderungen zeigen wird. Eine Herabsetzung 
der Zellproduktion miiBte zu einer Zellarmut des Markes fiihren. Vor 
allem miBten die Erythroblasten, dann vielleicht auch die Lympho- 
cyten vermindert sein, ebenso die Myelocyten. Wenn ferner der Grund- 
umsatz bei der Avitaminose herabgesetzt, der Sauerstoffverbrauch 
vermindert ist, dann wird es sehr leicht zur Fettablagerung kommen, 


1) Klin. Wochenschr. 1922. 
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und es steht zu erwarten, daB das Knochenmark avitaminéser Tiere 
Fettmark ist. Veranderungen dieser oder ahnlicher Art sind bei der 
Avitaminose, z. B. bei der Beriberi, bereits beschrieben worden. 

Wir haben nun gesehen, daB die Bestrahlung mit ultraviolettem 
Licht in geeigneten Reizdosen Veranderungen hervorruft, die zu den 
hier geschilderten avitaminésen Stérungen umgekehrt sind. So liegt 
die Vermutung nahe, daB bei einem vitaminfrei ernahrten und gleich- 
zeitig mit ultraviolettem Licht bestrahlten Tiere die Veranderungen, 
die der Vitaminmangel im Knochenmark erzeugen will, im statu 
nascendi durch die modifizierte Lichtenergie paralysiert werden, so daB 
also das Knochenmark eines solchen Tieres eine Beschaffenheit haben 
miiBte, die sich der Norm stark nihert. Es miiBte vor allem das Knochen- 
mark zellreich und fettarm sein. 

Da aber weiterhin der Vitaminmangel doch die Assimilation aller 
Kérperzellen schlieBlich stark schidigt, und da, wie neuere Unter- 
suchungen von Collazo aus dem hiesigen Laboratorium zeigen, durch 
eine Dysfunktion der Zellen bei der Avitaminose wahrscheinlich auch 
toxische intermediare Stoffwechselprodukte gebildet werden, und da man 
nicht annehmen kann, daB die Lichtenergie einen vollwertigen Ausgleich 
aller dieser Stérungen bringt, da im Gegenteil eine zu lang wiederholte 
Bestrahlung auch schlieBlich an sich schon tédlich wirkt, so werden 
sich auch die das Leben schidigenden Wirkungen von Avitaminosis 
und Bestrahlung addieren, und es wird das Leben der bestrahlten avita- 
minésen Tiere verkiirzt werden miissen. 

Mit anderen Worten: wir werdén bei den bestrahiten avitamindésen 
Tieren nur einen partiellen Ausgleich der avitaminésen Stérungen 
durch die Strahlenwirkung erwarten diirfen, und wir werden damit 
rechnen miissen, daB schlieBlich bei diesen Versuchen das mit der 
Fortdauer des Lebens vertrigliche MaB bei der Bestrahlung iiber- 
schritten wird. Dann kénnen die Tiere zwar sterben, aber an einzelnen 
Organen, wie z. B. am Knochenmark, kénnen doch noch die Nach- 
wirkungen der Kompensationserscheinungen nachweisbar sein. 

Die Richtigkeit aller dieser Deduktionen wird nun durch folgende 
Versuche bewiesen, die ich auf Veranlassung von Herrn Professor Bickel 
anstellte, soweit sie durch die anatomische Untersuchung tiberhaupt 
beweisbar sind. Jedenfalls lassen sich die anatomischen Knochenmarks- 
bilder, die ich von Normaltieren, von bestrahlten Normaltieren, von 
avitaminésen Tieren und von bestrahlten avitaminésen Tieren erhielt, 
in diesem Sinne befriedigend erklaren. 

Ich habe meine Versuche an heranwachsenden Tieren angestellt, 
weil ich glaubte, da hier das Knochenmark vielleicht reaktionsfahiger 
sei als bei erwachsenen Tieren, und weil ja die avitaminése Storung 
sich vor allem auch in der Wachstumsbehinderung ausdriickt. 
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Versuchsprotokolle. 

Beginn des Versuches am 29. Marz 1922. 

15 junge Ratten (etwa 6 Wochen alt): neun Ratten, vitaminfr:ie 
Ernahrung mit Salzgemisch, davon fiinf bestrahlt, vier unbestral)t. 
Sechs Ratten, Normalnahrung mit Salz gemischt, davon drei bestral't, 
drei unbestrahlt. 

Vitaminfreie Ernihrung: polierter Reis. 

Normalnahrung: Kiichenabfalle. 

Ultraviolettes Licht (Hanauer Quarzlampe von 800 Kerzen) 40 cin 
Distanz bei der Bestrahlung und Dauer von 3 bis 5 bis 10 Minuten. Nach 
dem Tode oder dem Téten der Ratten wird an Femur und Tibia Knochen 
und Knochenmark untersucht. 


I. Gruppe. Normal gefiitterte, unbestrahlte Ratten. 

1. Am 9. Mai gestorbene Ratte. 

Makroskopischer Befund: Femur- und Tibiaknochen dick, lang, 
Knochenmark gelblich-rot. 

Mikroskopischer Befund: Knochen dick. Knochenmark retikuliires 
Gewebe deutlich, darin sieht man Zellengruppen (Markzellen, Erythro- 
cyten, usw.). Zellenordnung regelmaBig, wenig Fettgewebe, keine Hyper 
iimie. 

2. Am 14. Mai gestorbene Ratte. 

Makroskopischer Befund: Femur- und Tibiaknochen dick, mabig 
lang. Knochenmark grau-rétlich. 

Mikroskopischer Befund: Knochen ziemlich dick. | Knochenmark 
retikulires Gewebe deutlich. Markzellen, Erythrocyten und Lymphocyten- 
anordnung regelmiaBig, keine Verdichtung. Wenig Fettgewebe, keine 
Hyperamie. 

3. Am 18. Mai getétete Ratte. 

Makroskopischer Befund: Femur- und Tibiaknochen dick, lang. 
Knochenmark gelblich-rot. 

Mikroskopischer Befund: Knochenmark retikulares Gewebe deutlich, 
dazwischen Markzellen, Erythroblasten, Erythrocyten, Lymphocyten. 
Wenig Fettgewebe, keine Hyperamie. 


II. Gruppe. Normal gefiitterte, bestrahlte Ratten. 

1. Am 3. Mai gestorbene Ratte (36 Tage bestrahlt). 

Makroskopischer Befund: Oberschenkel dickwandig, lang. Knochen- 
mark etwas rotlich. 


Mikroskopischer Befund: Knochen wie in der 1. Gruppe. Knochen 
mark wenig Erythrocyten, ziemlich reichlich Erythroblasten, Myelocyten 
und Lymphocyten regelmaBig angeordnet. Retikulares Gewebe deutlich. 
Wenig Fettgewebe, keine Hyperamie. 

2. Am 4. Mai gestorbene Ratte (37 Tage bestrahlt). 

Makroskopischer Befund: Oberschenkel dickwandig, nicht so lang. 
Knochenmark gelblich-rot. 

Mikroskopischer Befund: Knochen wie oben (1.). | Knochenmark 
retikulares Gewebe deutlich, Erythrocyten wenig, Erythroblasten reichlich. 
Myelocyten maBig, Lymphocyten wenig. Zellenanordnung regelméBig. 
Wenig Fettgewebe, keine Hyperamie. 
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(/ notographien von Knochenmarkschnitten, die das Aufcreten von Fett- 
vebe und das Ausbleiben dieses Phinomens infolge der Bestrahlung 
mit ultraviolettem Licht bei der Avitaminose dartun.) 
(Leitz, Objekt 3. Okular 2. VergréSerung : 60 mal.) 
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Abb. 1. Normal ernahrte Ratte. Unbestrahlt. 


Abb, 2. Normal ernahrte Ratte. Bestrahlt. 








Starke Fettmarkbildung. 
Das Fettmark fehlt. 


Unbestrahlt. 


Ishido: 


Abb. 4. Vitaminfrei ernahrte Ratte. Bestrahlt. 
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3. Am 8. Mai getétete Ratte (51 Tage bestrahlt). 

Makroskopischer Befund: Oberschenkel dickwandig. Knochenmark 
rotlich-grau. 

Mikroskopischer Befund: Knochen ohne Besonderheit. Knochenmark 
zellreich, Myelocyten dicht aneinander gedriickt, reichlich. Retikulares 
Gewebe kaum sichtbar. Erythroblasten reichlich. Stellenweise Blut- 
gefaBkapillaren hyperaimisch. Kein Fettgewebe, ziemlich viel Riesenzellen. 

II1. Gruppe. Vitaminfrei ernihrte, unbestrahlte Ratten (4.). 

1. Am 18. Mai getétete Ratte. 

Makroskopischer Befund: Femur- und Tibiaknochen diinnwandig, 
kiirzer als die der I. und II. Gruppe. Knochenmark grau-rétlich. 

Mikroskopischer Befund: Knochen diinn. Knochenmark: Fettmark, 
deutliches Fettgewebe. Starke Hyperimie, reich an Riesenzellen. Myelo- 
cyten relativ wenig. 

2. Am 18. Mai getétete Ratte. 

Makroskopischer Befund: Femur- und Tibiaknochen diinner und 
kiirzer als in Gruppe I. und II. Knochenmark grau-roétlich. 

Mikroskopischer Befund: Knochen diinn. Knochenmark Fettgewebe 
deutlich, Myelocyten maBiger Zahl, Riesenzellen maBig, Hyperimie. 

3. Am 18. Mai getétete Ratte. 

Makroskopischer Befund: Femur- und Tibiaknochen schmal, diinn 
und kurz, fast so wie in Gruppe IV. Knochenmark etwas rotlich, blasser 
als in Gruppe IV. 

Mikroskopischer Befund: Knochen diinn, ohne Besonderheit. Knochen- 
mark deutliches Fettgewebe, Hyperdmie. 

4. Am 18. Mai getétete Ratte. 


Makroskopischer Befund: Femur- und Tibiaknochen diinn und kurz. 
Knochenmark ziemlich rotlich. 

Mikroskopischer Befund: Knochen diinn. Knochenmark: Fettmark 
(deutliches Fettgewebe), Hyperdmie. Ziemlich reich an Riesenzellen. Wenig 
Erythroblasten. 


IV. Gruppe. Vitaminfrei ernahrte, bestrahlte Ratten (5.). 

1. Am 10. Mai gestorbene Ratte (43 Tage bestrahlt). 

Makroskopischer Befund: Femur- und Tibiaknochen schmal, diinn- 
wandig und kurz, wie in Gruppe III. Knochenmark rot. 

Mikroskopischer Befund: Knochen diinn. Knochenmark: fast kein 
Fettgewebe. Myelocyten relativ wenig, Erythroblasten viel. Starke 
Hyperimie (hochgradiger als in Gruppe III). Viele Riesenzellen. 

2. Am 17. Mai gestorbene Ratte (47 Tage bestrahlt). 

Makroskopischer Befund: Femur- und Tibiaknochen schmal und 
diinnwandig, kurz. Knochenmark rotlich-braun. 

Mikroskopischer Befund: Knochen diinn. Knochenmark kein Fett- 
gewebe. Myelocyten relativ weniger an Zahl. Erythroblasten viel. Riesen- 
zellen maBig viel. Hochgradige Hyperimie. Kleine Blutung. 

3. Am 15. Mai gestorbene Ratte (48 Tage bestrahlt). 

Makroskopischer Befund: Femur- und Tibiaknochen schmal, diinn- 
wandig, kurz. Knochenmark: dunkelrot. 

Mikroskopischer Befund: Knochen diinn. Knochenmark kein Fett- 
gewebe. Hochgradige Hyperimie. Kleine Blutung. MaBige Zahl von 
Riesenzellen und Myelocyten. 
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4. Am 16. Mai gestorbene Ratte (49 Tage -bestrahlt). 

Makroskopischer Befund: Femur- und Tibiaknochen schmal, diin:.. 
wandig und kurz. Knochenmark dunkelrot. 

Mikroskopischer Befund: Knochen diinn. Knochenmark wenig F. 
gewebe, wie in Gruppe II. Myelocyten maBiger Zahl. Viel Riesenzell: 
Starke Hyperimie. 

5. Am 17. Mai gestorbene Ratte (50 Tage bestrahlt). 

Makroskopischer Befund: Femur- und Tibiaknochen schmal, diin:.- 
wandig, kurz, wie in Gruppe III. Knochenmark rot. 

Mikroskopischer Befund: Knochen diinn. Knochenmark wenig Fet' 
gewebe, wie in Gruppe II. Myelocyten relativ wenig. Viel Erythroblasten 
und Lymphocyten. Reichlich Riesenzellen. Hochgradige Hyperami 





Zur Chemie und Wirkungsweise der grauen Salbe. 


Von 
Hellmut Menschel. 


(Aus dem Pharmakologischen Institut in Géttingen. ) 


(Eingegangen am 14. Februar 1923.) 


L. 

Manche Dermatologen!) vertreten die Auffassung, daB bei der 
Schmierkur das Quecksilber der grauen Salbe ganz vorwiegend durch 
Kinatmung in den Koérper gelangt und die daneben durch die Haut 
cindringende Menge nur wenig in Betracht kommt. Diese Auffassung 
stiitzt sich vor allem auf die Untersuchungen von Welander?), die eine 
Periode sehr lebhafter Erérterung der Frage veranlaBt haben, wie 
vroB der gegenseitige Anteil der beiden Resorptionsorgane Haut und 
Langen ist). 

Dabei kehrt nicht selten die Vorstellung wieder, da auch der durch 
die Haut eindringende Anteil des Quecksilbers in ,,Dampfform‘  auf- 
yenommen werde, gewisserma3en durch die Schichten der Haut in den 
Kérper hineindunste. Es ist natiirlich eine unkorrekte und sehr mifver- 
stindliche Ausdrucksweise, wenn man fiir den Zustand des Quecksilbers 
nach Ubertritt aus dem Gasraume in festfliissige Materie, sei es die Haut 
oder die Wand der Lungenalveolen, noch weiter den Ausdruck ,,Dampf*‘ 
an Stelle von ,,geléster Substanz‘** braucht. Das in metallischer Form 
mit Chloridlé6sungen und gar zugleich mit Eiwei8 in Berithrung kommende 
Queeksilber wandelt sich iiberdies auBerordentlich rasch um und wird als 
gewOhnliches Salz oder ,,komplex‘* gebunden‘), d. h. man hat praktisch 
nur mit Quecksilberionen und Lonenbildnern zu rechnen. 

Diese Richtigstellung andert jedoch nichts. daran, da Quecksilber- 
dampf sowohl von der Lunge wie von der Haut mit solcher Geschwindigkeit 
aufgenommen werden kann, daB diese Art der Zufuhr therapeutisch und 


') Z. B. Jean Schaffer, Therapie der Haut- und venerischen Krank- 
heiten, IV. Aufl., 8S. 402. Berlin-Wien 1919. 

2) Vgl. Arch. f. Dermatol. u. Syph. 25, 39; 40, 257; 46, 39; 54, 59; 
82, 163; 1893— 1906. Ferner Merget, Mercure: Action physiologique, toxique 
et thérapeutique. “Bordeaux, Paris 1894. 

3) Z. B. Jordan, Arch. f. Dermatol. u. Syph. 51, 355; Schuster, eben 
daselbst, S. 389; Ahman, ebendaselbst 54, 285; Juliusberg, ebendaselbst 
56, 65; Biirgi, ebendaselbst 79, 3305; 1900— 1906. 

4) Karl Voit, Physiologisch-chemische Untersuchungen, H. 1. Augs- 
burg 1857. 
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selbst toxisch werden kann'). Wieweit das der Fall ist, hangt natii 
sehr erheblich davon ab, wie lange und wie konzentriert Quecksilberda; 
den Koérper umspiilt oder der Atemluft beigemischt wird. Kurz daue1 
Inhalation konzentrierterer Quecksilberdimpfe ist iibrigens wenig wirks 
wie neuerdings Cole, Gericke und Sollmann*) wiederum festgestellt ha! 

Bei Applikation der grauen Salbe auf der Haut kommt aulir; 
dem daraus abdunstenden Quecksilberdampf natiirlich auch die dur} 
unmittelbare Diffusion aus der Salbe durch die Epidermis in die Kérj«: 
fliissigkeit wandernde Quecksilbermenge in Betracht; gleichzeitig damit 
geht der schon oben erwaihnte ProzeB der Umwandlung des Metall, 
in fonen vor sich. Im allgemeinen denkt man sich den Hauptantci| 
dlieses Prozesses lokalisiert in den Ausfiihrungsgiingen der Talgdriis; 
also auf der Hautoberflache und zeitlich nach Einreibung der Sal) 
beginnend. Merkwiirdigerweise wird aber die lingst bekannte Ta: 
sache vielfach gar nicht beriicksichtigt, daB bereits in der grauen Sali, 
selbst, waihrend sie ruhig im Schranke steht, eine Umwandlung von 
Metall in Ionen, nimlich in fettsaures Oxydulsalz erfolgt. Es kann 
aber fiir die Frage, wie sich Haut- und Lungenresorption gegeneinand: 
verteilen, kaum gleichgiiltig sein, in welchem Umfang der Prozef} de 
Umwandlung von Metall in Ionen, der Zeit braucht, schon vor Begin: 
des Diffusionsprozesses erledigt ist. 

So argumentiert z. B. Welander*) gegen Versuche von Schuster®), di 
mit ,,Mercurseifensalbe*‘ angestellt waren, unter Benutzung von ,,grauc! 
Salbe** unbestimmten Alters bei der Nachpriifung. Juliusberg*) benutzt 
graue Salbe, deren Grundlage Resorbin ist, ohne zu bedenken, das div 
darin enthaltenen Komponenten Wachs, Seife und Gelatine durchaus 
nicht in gleichem Mae Veranderungen des Quecksilbermetalls herbe: 
fiihren diirften, wie die gewéhnlichen Bestandteile Schweineschmalz. 
Hammeltalg und Wollfett. Uber das Alter der verwendeten graven Salbe 
findet man kaum je eine Angabe in den zahlreichen Arbeiten, die zu dei 
Frage der Hautresorption im Verhaltnis zur Lungenresorption experimente|| 
Stellung genommen haben. Auch die neuere Mitteilung von Siissmay 
fallt darunter (vgl. dazu unten 8. 199). 

Dabei ist es bereits seit dem Jahre 1832 bekannt, welche Bedeutung 
das Alter der Salbe in dieser Hinsicht hat: Oberlin *) behandelte graue Salbe mit 
Ather, wog das ungelést zuriickbleibende Quecksilber und leitete Schwefe! 
wasserstoff durch den Atherextrakt; so fand er schon in frischer Salbe ein: 
geringe, in einer 16jahrigen aber fast vollstiindige Umwandlung des Metall- 
in Seife. Wings*) ermittelte in frischer, nach der offizinellen Vorschrif 
maschinell bereiteter Salbe 0,07°, Oxydul, in 5 Monate alter ebensolche: 
Salbe 0,14 %. 


') Kirchgdsser, Virchows Arch. 82, 145; Friedrich Miiller, Mitteilunge: 
aus der Medizinischen Klinik zu Wiirzburg 2, 355, 1886; Blaschko, Ber! 
klin. Wochenschr. 1899; Welander, |. c. 40, 54; Jordan, 1. c. 

*) Arch. of Dermatol. and Syph. 5, 18, 1922. 

3) A.a.O. 51, 54, 56. 

*) Buchners Repertorium fiir die Pharmazie 41, 355. 

°) Vierteljahrsschr. f. Dermatol. u. Syph. 8, 589, 1881. 
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Wieweit die bisher verwendeten Methoden quantitativ sehr zu- 
verlassig sind, ist vielleicht fraglich. Besonders bei Gegenwart kleiner 
Mengen Quecksilber in groBen Mengen Fett ist die Bestimmung nicht 
leicht. Erst durch eine von Hiisgen!) ausgearbeitete Methode ist das 
Problem gelést, auch unter solchen Bedingungen absolut verlaBliche 


Zahlen zu erhalten. Es schien daher angezeigt, diese Methode auf 
Proben grauer Salbe verschiedenen Alters anzuwenden, um genaueren 
\ufschluB tiber das Ausmaf der Bildung von Quecksilberseife in der 
Salbe zu gewinnen. 


II. 

Abgewogene Proben der Salbe wurden unter der 15- bis 25fachen Menge 
Ather zerrieben, bis das gesamte Fett in Lésung gegangen war, darauf 
zentrifugiert, bis sich eine klare, gewOhnlich hellgelbe Lésung sauber von 
dem Metall abgieBen lie}, das noch zweimal mit Ather nachgewaschen 
wurde. Der Riickstand blieb zuweilen ein feinster grauer Schlamm, floB 
aber in anderen Fallen zu einem groBen, blank glanzenden Tropfen zu- 
sammen. Die atherische Lésung zeigte Tyndallphanomen, doch verhielten 
sich gleichkonzentrierte Lésungen von reinem Schweineschmalz oder 
Lanolin genau so; das Phanomen ist iibrigens bei Lanolin deutlich starker 
als bei Schweineschmalz. Die Losung wurde durch Glaswolle in den Kolben 
eines Hiisgen-Apparats filtriert, aus dem der Ather abdestilliert wurde; 
der Riickstand, klares, helles Fett, wurde nach Hiisgen verascht, was (bei 
4 bis 6 g) 3 bis 34% Stunden in Anspruch nahm. Die Elektrolyse der Aschen- 
lisung erfolgte wegen der oft gréBeren Quecksilbermengen mit schwereren 
Kathoden, als sie Hiisgen benutzt hatte; sie wurden aus Goldblech ge- 
schnitten und wogen 0,2 bis 0,5 g. Die Vollstandigkeit der Quecksilber- 
abscheidung wurde stets durch erneute mehrstiindige Elektrolyse kon 
trolliert, sie war (bei 3 bis 4 Volt) zuweilen erst nach 72 Stunden erreicht. 
Das Waschen der Elektrode geschah mit vorgewarmtem, mehrfach ge- 
wechseltem Wasser ohne Unterbrechung der Stromleitung. Auch bei der 
Destillation muBten die Glaskapillaren vielfach linger und weiter gewihlt 
werden als in Hiisgens Versuchen, um die unerwartet groBen Quecksilber- 
mengen gut auffangen zu kénnen. Gewogen wurde das destillierte Queck 
silber stets auf einer Kuhlmannschen Mikrowage auf 0,01 mg genau, die 
Elektroden oft nur auf einer gewOohnlichen analytischen Wage, also mit 
zehnmal geringerer Genauigkeit. 

Die erhaltenen Analysenzahlen finden sich in Tabelle | zusammen- 

oT nr . s . . . . . 
gestellt, wihrend Tabelle II eine kurze Ubersicht in einheitlicher Be- 
rechnung gibt. Die Zahlen lehren eindeutig, daB ,,graue Salbe* und 
.graue Salbe‘* etwas sehr Verschiedenes sein kann, und zwar abhiangig 
von ihrem Alter, wie bereits Oberlin ermittelt hatte. Die Salbe, die 
in unserer Apotheke bei gewohnlichen Verordnungen abgegeben wurde, 
enthielt zur Zeit unserer Untersuchung 2° ihres Quecksilbers in Form 
von Seife. Auch die Globuli mit 16° waren bei Nachfrage zweifellos 
abgegeben worden. Um 1° des Quecksilbers in Seife iiberzufiihren. 


1) Diese Zeitschr. 112, 1, 1920. 
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Tabelle 1. 





\ussehen 
des 
4 atherischen 


Golds 
elektrode 


Art und Alter grauer Siulbec 


1 
ti 


Analyse 
verwandt 


Gewichts- 
zunahme d. 


Gewicht des 


folgenden 
Elektrolysen 


N Extrakts 


Ordnungszahl 
der aufeinander 


g Salbe 


In der Apotheke nach Vor- 10.0 klar, fast 
schrift des Arzneibuches frisch wasser - 
bereitet hell 
Ebenso 10.0 wasser- 0.43 
hell J ? 0.59 
2 Monate vor der Analyse in 10,0. klar, ganz 14.14 
der Apotheke vorschriftsmaBig schwach 0.88 
bereitet gelblich 
Aus dem gewoédhnlichen Ver- 10,0 klar, 52,27 
kaufstopf der Apotheke, von braunlich hd 17,57 
dieser fertig bezogen, unbe- 0.9] 
stimmten Alters 
Diesel be ebenso 69.66 


,, Globulus* z. E:nreiben, fabrik- klar, A 118.9] 
miBig bereitet, von Apotheke etwas 69,65 
fertig bezogen, mindestens drei gelblich 
Jahre alt 
5b|| Ein gleicher derselben Liefe- ebenso 
| rung 
¢ 122,49 
! ) 0.00 


Tabelle 11. 





Vom 
%» Hg gesamten ! ly 


Alter und Herstellung der Salbe ais Sethe als Seife 
oO! 


[ | In Géttinger Apotheke angefertigt, frisch. . 0—O0,01 | bis 0,03 

II | Ebenso, nach zwei Monaten ........ 0,15 0,5 

[Il | FabrikmaéBig hergestellt, Alter unbekannt — . 0.70 23 

IV | FabrikmaBig hergestellte Globuli, mindestens 

dagh Pahienalt pis est SO Sts 4,70 157 

geniigen nach vorschriftsmaBiger Zubereitung der Salbe 2 Monat 
eine Zeit also, die in praxi hiufig genug zwischen Herstellung uni 
Verbrauch liegen wird, besonders wenn man bedenkt, daB eine Schmic: 
kur an sich mehrere Wochen erfordert. 


II, 


Ks ist a priori nicht zweifelhaft, dali Quecksilberseife die Haut 
leicht durchdringt und iiberdies durch die Versuche v. Bdrensprungs') 
und Overbecks*) belegt. Trotzdem unternahm ich noch eine Nach 
prifung am Tiere, die in bejahendem Sinne ausfiel. 


1) Ann. d. Charité-Krankenh. 7, 87, 120, 1856. 
2) Mercur u. Syph., S. 64 f., Berlin 1861. 
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Das Fett von fiinf Globulis Unguenti Hydrargyri cinerei der analy- 
sicrten Lieferung wurde in 800 cem Ather gelést, der metallische Riickstand 
durch Zentrifugieren abgetrennt und mit Ather nachgewaschen; man 
erluelt eine hellgelbe, nur wenig opaleszierende Fliissigkeit und nach dem 
\hdestillieren des Athers 19 g klares, hellgelbes Fett, nach dem Erstarren 
eine hellgelbe, geruchlose, wachsahnliche Masse. (Salbe A.) 

Fir den Kontrollversuch wurden entsprechend der Vorschrift des 
deutschen Arzneibuches 1 g ErdnuBél, 5 g Wollfett, 40 g Schweineschmalz 
und 24g Hammeltalg zusammengeschmolzen (Salbe B). 

Zwecks Einreibung dieser Salben wurden zwei Meerschweinchen 
im Nacken in Handtellergr6Re enthaart. Das Einreiben der Salbe 
erfolgte jedesmal mindestens !, Stunde lang hoch im Nacken kreis- 
formig mit dem Finger. 

Schmierkur mit Salbe A. 

Meerschweinchen, Gewicht 57 
22. August mit 0,5g quecksilberhaltiger Salbe eingerieben (also ins- 
gesamt 10g mit etwa 0,62 g Hg). Das Tier fraB bis zum Tage vor dem 
Exitus gut. Allgemeinbefinden nicht gestért. Keine Gewichtsabnahme 
Am 23. August hockt das Tier beim Einreiben in abnormer Stellung. 
Bauch auf der Unterlage, Beine schlaff nach hinten. Unmittelbar 
nach dem Einreiben beschleunigte Atmung. Tremor in den Vorder- 
und Hinterbeinen. Klonische Zuckungen des Nackens und der Beine. 
Tier fallt zur Seite. Atmung steht fast still. Trachealrasseln. Nach 
\, Stunde aufgesetzt. Am Abend schlechtes Allgemeinbefinden. Tier 
hewegungslos, Trachealrasseln. In der Nacht vom 23. /24. August 


Og, &, wurde tiglich vom 2. bis 


exitus letalis. 
Sektion. 


Starke Hyperimie im Verlauf des ganzen lleum. Reichlich Kot- 
massen im Coecum. Keine Geschwiirsbildung. Hyperimie in den 
abhaingigen Partien der Lungen. 

Mikroskopischer Befund: An verschiedenen Stellen Rundzellen- 
anhiufung um die Bronchien. Hyperaimie in den Lungenkapillaren 
Hyperimie der Gefife des [leums. 

Veraschung der Organe. 

Die Organe des Meerschweinchens wurden im Hiisgenschen Apparat 
wie oben verascht und auf Quecksilber analysiert. Die Resultate sind 
auf Tabelle IL] zusammengestellt. 


Tabelle ITT. Meersechweinchen A, Hg der Organe. 





Or Frischgewicht Gewicht des destillierten Quecksilbers 
rgan g mg 


os aaa ; 23 1,21 

Gehirn .... 5 0,27 

Lungen ... . ¢ | mibglickt, doch deutlicher 
Beide Nieren . 64%, { Hg-Beschlag iachgew. 
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Tabelle IV gibt die Werte in Prozenten wieder, zugleich in Paral («| 
zu den Zahlen einiger friiherer Autoren, die ich der Arbeit von H iis.) 
entnehme. Bei der Beurteilung dieser Zahlen ist allerdings zu beriick 
sichtigen, da alle alteren Befunde vielleicht einer Revision bediir{:-y 
weil noch niemals Analysen ausgefiihrt wurden, die so verlustlos ware) 
wie mit der Methode von Hiisgen; besonders gilt dies fiir das Gehiry 
Dennoch darf man aus meinen Analysenzahlen den SchluB ziehen 
daB die in den Organen des Tieres aufgenommene Quecksilbermeny: 
mindestens so groB ist wie bei anderen Applikationsmethoden wi 
vollig ausreicht, um den Tod des Tieres zu erkliren. 


Tabelle IV. 


Analysen von Organen nach Hg-Zufuhr (mg-°% Hg im frischen Orga: 





Menschel. Lomholt. Christiansen. 
Meerschweinchen, Kaninchen, Mensch, 
Einreibung mit Hg salicyl. Einreibungskur mit 


Hg-Seite intramuskular grauer Salbe 


Ludwig u, Zillner 
Hund, Sublimat man 
vr fithr 


sam 


Organ 


Lane... §,2 1,2 0,3—3,2 1,2—2,2 
Gehirn . . 5,4 0,8 0,1—0,2 Spur 
Lunge) 0,2 0,1—0.6 _ 
Niere |{ 5,0 1,6—7,0 5,6—134 


scha 
grau 
der 
Teil 

Kine Hinatmung von Quecksilber kommt natiirlich nicht in Frage in | 
da es in Seifenform eine viel zu geringe Fliichtigkeit besitzt!). Auch ein Vers 
Aufnahme per os war bei der gewaihlten K6érperstelle und bei dem bekannten man 
gedrungenen Bau der Meerschweinchen ausgeschlossen. tritt 
inde 


sO f 


positiv 


Parallelversuch mit Salbe B. 

Meerschweinchen, 9, Gewicht 370 g, erhalt vom 10. bis 27. Augus! stin 
taglich 1. g quecksilberfreier Salbe auf der enthaarten Stelle im Nackei vor 
eingerieben. Kérpergewicht konstant. Wohlbefinden. Am = Schlui er f 
der Schmierkur Tier unverandert. on 
alle 


IV. Au 
Die fabrikmaBig dargestellte graue Salbe, die von der Apotheke JR Mi 
verkauft wird, hat also einen wechselnden Gehalt an resorbierbar: het 
Quecksilberseife, der mit dem Alter der Salbe staindig zunimmt. |: er 
entzieht sich naturgemiB der Kenntnis des Arztes und kann den Erfoly nig 
der Kur wesentlich beeinflussen. Die primar vorhandene Quecksilbe1 Hg 
seife in der grauen Salbe ist gewiB neben oder besser vor der sekundiir che 
auf der Haut gebildeten, sowie neben der Einatmung des Quecksilbe:- 


durch die Lungen bedeutungsvoll. 


1) Die scheinbar entgegengesetzten Befunde von Fleischer erscheine: 
nicht glaubhaft: ,,Untersuchungen itiber das Resorptionsvermégen de: 
menschlichen Haut‘‘, Habilitationsschrift, S. 73—74, Erlangen 1877; vg 
auch Wings, a. a. O., 8. 591. 
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Rechnet man z. B., dab bei einer ordentlichen Schmierkur jedesmal 
twa 2g Salbe wirklich in die Haut eingerieben werden, so wiirde das bei 
frisch bereiteter Salbe keine merklichen Mengen Quecksilberseife bedeuten, 
hei der in GO6ttingen zum Verkauf in der Apotheke bereit liegenden Salbe 
iedoch 0,014 g Hg als Seife, d.h. also in unmittelbar resorbierbarer und 
wirksamer Form. Diese Menge entspricht durchaus der GréBenordnung. 
wie sie bei Injektionskuren je Tag in Betracht kommt. 

Falls in den wissenschaftlichen Arbeiten der Kliniken etwa ge- 
wohnlich mit frisch bereiteter Salbe gearbeitet wurde, in der thera- 
peutischen Praxis aber Fabrikware, meist alteren Datums, iiberwiegt, 
«0 mu notwendigerweise eine irrtiimliche Auffassung tiber das, was 
veschieht, Platz: greifen. Auf Grund meiner Befunde muB ich jedenfalls 
die Meinung vertreten, daB im allgemeinen der Anteil der Haut an 
der Gesamtresorption sehr erheblich ist. 


Durchaus unbegriindet scheint mir die Berechnung zu sein, die Siiss- 
mann") kiirzlich aus seinen Versuchen ableitete und die ihn zu dem SchlubB 
fiihrte, daB bei der Schmierkur etwa ein Viertel bis ein Halb der Ge- 
samtresorption auf die Haut komme. Siissmann rieb unter strenger Aus- 
schaltung der Einatmung von Quecksilber zwei Katzen mit ,,offizineller 
grauer Salbe‘* ein und untersuchte die Ausscheidungen und die Organe 
der Tiere quantitativ auf Quecksilber (freilich unter Auslassung groBer 
leile der Muskulatur, des Skelettsystems, der Haut u. a.); es fanden sich 
in beiden Fallen tibereinstimmend insgesamt 7144 mg nach einem Monat 
Versuchsdauer und 200 qem Einreibungsflache. Daraus berechnet Siiss- 
mann eine ,,Permeabilitatsgr6Be* von 0,128 mg Hg, d. h. je Tag und 100 qem 
tritt diese Menge durch die Haut; diese Zahl iibertragt er auf den Menschen, 
indem er die gew6hnlich benutzte Hautflache auf 500 bis 1000 qem ansetzt : 
so findet er eine Hautresorption von 34 bis 14% mg Hg je Tag. 

Gegen diese Ableitung ist mehreres einzuwenden: einmal ist die Be- 
stimmung des Quecksilbers bei der von Siissmann angewandten Methode 
vor allem in fettreichen Organen mit Verlusten behaftet; zweitens hat 
er fast vier Fiinftel der K6rper nicht mit analysiert, auch keine Korrekturen 
angebracht (seine Begriindung fiir dies Verfahren ist wenig stichhaltig); 
drittens nahm er im Laufe von 3 Wochen nur vier Einreibungen vor, lieb 
allerdings zwischendurch die Salbe unter undurchlissigem Verband liegen. 
Aus alledem ergibt sich, daB seine Zahlen wie er selbst auch zugibt 
Minima darstellen und nicht sicher zu berechnen ist, um wieviel die wahren, 
bei der Schmierkur am Menschen anzusetzenden Zahlen héher sind. Vier- 
tens aber fehlt eine Angabe iiber das Alter der verwendeten grauen Salbe. 
So ist es vielleicht zu verstehen, daB Siissmann sogar bei dem spontan 
zuigrunde gehenden Tiere in der Leber nur 0,44 und im Gehirn 0,14 mg-°%, 
Hg nachwies, wihrend meine entsprechenden Analysen am Meerschwein- 
chen 10 bis 30mal héhere Werte ergaben. 


Wahrscheinlich beruhen auch die Unterschiede in der lokalen 
Reizwirkung, die man bei Gebrauch der grauen Salbe beobachtet, 
zum Teil auf den Unterschieden ihres Gehalts an vorgebildeter Queck- 
silberseife. Ferner ist die Méglichkeit der Seifenbildung natiirlich zu 


1!) Arch. f. Hyg. 90, 175, 226 ff., 1921. 
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beachten bei Anwendung anderer Salbenkonstituentien als de: 
Arzneibuch vorgeschriebenen; Ersatz des Schweinefettes durch Wa 
Paraffin usw. wird die Seifenbildung stark vermindern. 


Zusammenfassung. 


1. In der grauen Salbe bildet sich vom Augenblick der Zubereit\,; 


an zunehmend Quecksilberseife. Sie erreicht in praktisch in Betra 
kommenden Zeiten so hohe Konzentrationen, da® die therapeutis 
Wirksamkeit dadurch stark beeinfluBt wird. 

2. Die in einer Apotheke zum Verkauf bereit liegenden Priipa: 
enthielten 0,7 und 4,7°% Hg in Form von Seife. 


3. Die seifenhaltige, vom Metall getrennte Salbe fiihrte bei !i) 


reibung durch die Haut am Meerschweinchen zu tédlicher Vergifti; 


mit starker Quecksilberanreicherung in den Organen. 

4. Die Methode von Hiisgen zur Bestimmung kleinster Qu 
silbermengen in groBen Organ- oder Fettmengen bewihrt sich \ 
ziiglich. 


5. Die bisher iiber den Quecksilbergehalt des Nervensystems 


hobenen Befunde scheinen durch methodische Fehler gefilscht zu <: 


und verdienen eine Nachpriifung. 
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Darstellung von Melanin aus Benzol. 


Von 
Osear Adler (Karlsbad) 


(Hingegangen am 19. Februar 1923.) 


Melanine sind im menschlichen und tierischen Kérper weit ver 
breitet. In gehauftem Mae finden sie sich normalerweise unter anderem 
in dunklen Haaren, in der Negerhaut, in der Aderhaut des Auges, 
unter pathologischen Verhaltnissen in dunklen Muttermalen und in 
ganz besonders reichlicher Menge in den melanotischen Neubildungen. 
Die Melanine sind auBer durch ihre dunkle Farbe charakterisiert durch 
ihre Unléslichkeit gegeniiber den gebrauchlichen Lésungsmitteln. In 
kalter Alkalil6sung sind sie zum Unterschiede von den Melaninsiuren 
unléslich. Als wesentliches Kennzeichen dient ihr Verhalten gegeniiber 
starken, siedenden Alkalilésungen. - Bei anhaltendem Erhitzen mit 
konzentrierten Lésungen derselben oder bei vorsichtiger Kalischmelze 
werden die Melanine in Melaninsiuren gespalten. Die letzteren zeigen 
charakteristische Reaktionen, die einerseits durch ihre Siurenatur und 
andererseits durch ihre kolloide Beschaffenheit gegeben sind. Sehr 
charakteristisch ist weiter die Fahigkeit der Alkalisalze der Melanin- 
siuren, die Gerinnung des Blutes zu hemmen!). 


Bisher wurden die Melanine aus pigmentreichen menschlichen und 
tierischen Produkten, zumeist aus melanotischen Geschwiilsten, in mehr 
oder weniger reinem Zustande isoliert. Schmiedeberg?), der zahlreiche 
Analysen derartiger Melanine ausgefiihrt hat, kam auf Grund der analyti- 
schen Daten zu der Erkenntnis, daf die Melanine als Anhydride der Melanin- 
siuren zu betrachten sind. Dieselbe Anschauung wurde bereits frither 
von Mulder*) beziiglich der nahestehenden Humine vertreten und spiiter 
durch die Analysen von M. Berthelot und G. André bestitigt *). 


1) O. Adler und W. Wiechowski, Arch. f. exper. Path. u. Pharm. 92, 
22, 1922. 

2) O. Schmiedeberg, ebendaselbst 39, 1897. 

3) G. J. Mulder, zitiert nach S.Odén, Die Humussiiuren, 2. Aufl., 
8.41. Dresden u. Leipzig 1922. 

4) M. Berthelot und G. André, zitiert nach Odén, |. ¢., S. 47. 
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In der folgenden Arbeit habe ich den. Versuch unternom) 
ein Melanin auf synthetischem Wege im Reagenzglase darzuste| 
Als Ausgangsprodukt wurde das Benzol gewaihlt. Aus dem Bez 
wurde die entsprechende Melaninséure dargestellt. Die Darstel| iy 
derselben erfolgte nach der vor langerer Zeit von mir!) beschriebe)\« 
Methode, welcher nach den kiirzlich mitgeteilten Untersuchungen. \ 0) 
Wiechowski und mir?) eine allgemeine Bedeutung zur Bildung \ 0) 
Melaninsiuren aus Stoffen der aromatischen Reihe zukommt.  Durc! 
Behandlung mit Wasserstoffsuperoxyd bei Gegenwart von Kisenchl.;; 
wurde das Benzol in die entsprechende Melaninsiure iibergefiilir 
welche ich nach ihrem Ausgangsprodukt als Benzol-Melaninsédure \y 
zeichne. - Die so erhaltene Siure weist die charakteristischen Eigen 
schaften der bisher bekannten Melaninsiuren auf. Sie ist besonders 
charakterisiert durch ihre Léslichkeit in absolutem Alkohol und wir 
demnach nach der alten Einteilung von Hoppe-Seyler*®) in die Grup)» 
der Hymetomelansiiuren einzureihen. 

Die Rohbenzolmelaninsiure enthalt deutliche Mengen von Fisen, 
welche jedoch nach Behandlung mit Salzsiiture und nachfolgender Dial; 
bis auf Spuren entfernt werden kénnen. 

Die Uberfithrung der Benzol-Melaninsaure in das Anhydrid gelany 
mir durch Erhitzen der trockenen Saiure im Wairmeschrank auf 270)" 
Das so gewonnene Benzol-Melaninsdureanhydrid, kurz als Benzol 
melanin bezeichnet, weist die charakteristischen Eigenschaften aut 
die bei den aus melanotischen Geschwiilsten isolierten Melaninen bishet 
heobachtet worden sind. Es ist wie diese praktisch unléslich in allen 
gebrauchlichen Lésungsmitteln. Es wird, ebenso wie die Geschwulst 
melanine, durch anhaltendes Erhitzen mit starken Alkalien oder durch 
vorsichtige Kalischmelze unter Wasseraufnahme in die entsprechende 
Melaninsiure zuriickverwandelt. Das Benzolmelanin liBt sich leichter 
reinigen als die Benzolmelaninsiure, weil es im Gegensatz zu diese: 
bei der Reinigung mit Wasser nicht in kolloide Lésung geht. Sel: 
wesentlich ist die Unléslichkeit des Benzolmelanins in kalten Alkaliet 
wodurch es von den Resten der nicht umgewandelten Benzolmelanin 


siure leicht abgetrennt werden kann. Durch Einwirkung von Saly 
siure auf das gepulverte Benzolmelanin wird das anhaftende Eise: 


bis auf Spuren entfernt. 
Das Benzolmelanin ist natiirlich stickstofffrei und unterscheide! 
sich dadurch in seiner Zusammensetzung von den Geschwulstmelanine: 


1) O. Adler, Fortschr. d. Med. 1912; Zeitschr. f. Krebsforsch. 11, H. | 
1911. 

2) O. Adler und W. Wiechowski, Ber. d. deutsch. chem. Gesellsch. 55 
3030, 1911. 

3) F. Hoppe-Seyler, Zeitschr. f. physiol. Chem. 138, 66, 1894. 
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die stets stickstoffhaltig gefunden wurden. Ich habe aber aus Griinden 
der Systematik zuerst ein stickstofffreies Melanin dargestellt und will 
iber die Darstellung von stickstoffhaltigen Melaninen in einer folgenden 


Mitteilung berichten. 


Experimenteller Teil. 
Darstellung der Benzolmelaninsdure. 

Kin Gemisch von 30cem reinen Benzols, 50 cem 3proz. Wasser- 
solfsuperoxyds wnd 5cem 1O0proz. Kisenchloridlésung wurde in einem 
veriumigen Becherglase griindlich verriihrt. Die auftretende Warme- 
reaktion wurde durch AuBenkithlung des GefiBes mit flieBendem 
Leitungswasser gehemmt. Nach Abklingen der Reaktion wurden 
allmaihlich unter weiterer Abkithlung und Riihren in kleinen Portionen 
noch 100cem 3proz. Wasserstoffsuperoxyds zugesetzt. Nach ein- 
stiindigem Stehen wurden noch weitere 25c¢cm 3proz. Wasserstoff- 
superoxyds portionsweise unter Ribren zugefiigt. Sodann wurde das 
inzwischen tintenartig gefarbte Reaktionsgemisch mit 10 cem 12proz. 
Salzsiiure versetzt. Daraufhin flockte ein dunkler Niederschlag aus. 
Dieser wurde nach 12stiindigem Absitzenlassen auf der Nutsche ab- 
gesaugt, mit Wasser griindlich gewaschen und im elektrisch beheizten 
Luftbade bei 35° getrocknet. Ausbeute an Benzolmelaninsdure 0,82 g. 
entsprechend 2,7°,, des verwendeten Benzols. 

Zur weiteren Reinigung, speziell zur Entfernung anhaftenden Eisens, 
wurde die Benzolmelaninsiure in 5 proz. Salzsaure aufgeschwemmt und 
in einem Kollodiumsackchen gegen flieBendes, destilliertes Wasser dialysiert. 
Nach achttagiger Dialyse war nur ein sehr geringer Teil der Benzolmelanin- 
siure im Kollodiumsiackchen in kolloiden Zustand tibergegangen, die Haupt- 
menge war als Niederschlag geblieben. Der aus dem Kollodiumsickchen 
entnommene Niederschlag wurde in absolutem Alkohol in der Kalte gelést, 
das Filtrat am Wasserbade abgedampft, der Riickstand zuerst im Vakuaum 
iiber Schwefelsiure und sehlieBlich ohne Vakuum tiber Phosphorpentoxyd 
bei Zimmertemperatur getrocknet. 

Die so erhaltene Benzolmelaninsiure stellt nach dem Verreiben 
ein amorphes, fast schwarzes Pulver dar. Es lést sich bei Zimmer- 
temperatur leicht in verdiinnten Alkalien, Aceton, Essigather, ferner 
in Athyl- und Methylalkohol. Es erwies sich als unléslich in Ather. 
Chloroform, Petrolather und Benzol. In kaltem Wasser léste es sich 


nicht, dagegen dispergierte es beim Sieden des Wassers; beim Er- 
kalten trat keine Ausflockung auf. Auf Zusatz des gleichen Volumens 
konzentrierter Kochsalzlésung flockte es alsbald aus. 


Bei der Elementaranalyse') machten sich hygroskopische Eigenschaften 
der Substanz stérend geltend. Sie wurde deshalb im Schiffchen mit Wage- 


1) Diese und die folgenden Mikroanalysen hat Herr Dozent Dr. H. Lieb, 
Graz, in entgegenkommender Weise ausgefiihrt. 
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glaschen eingewogen und hierauf 12 Stunden im Vakuum iiber Sehy 
saure bei Zimmertemperatur getrocknet. Hierbei erfolgte eine deut 
Gewichtsabnahme. 

5,288 mg Substanz verloren an Gewicht 0,170 mg. 5,118 meg 
trockneter Substanz: 0,073 mg Asche (Kisenoxyd). 5,045 mg aschetr 


Ig: ithyOe 


Substanz 10,88 mg CO,, 1,72 mg H,O, entsprechend 58,82°, C, 

Uberjiihrung der Benzolmelaninsdure in Benzolmelanin, dunl 

0,5 g der Siure wurden im locker bedeckten Uhrglase im War Rem 
schrank 2 Stunden auf 270° erhitzt. Nach dem Erkalten wurde <j: 
Substanz in der Reibschale fein gepulvert, sodann mit 25 cem 2 pro, 
Natronlauge verriihrt und 1 Stunde unter haufigem Riihren uni 

Kinwirkung der Natronlauge belassen. Die ziemljch dunkle, alkalisc|) 


. } 
thet 


tiie h 


Lésung wurde unter Verwendung eines gehirteten Filters abgesaiy 
der schwarze Niederschlag zuerst mit viel Wasser, schlieBlich 
Alkohol und Ather mittels der Saugpumpe gewaschen und nach \\) 


fliichtigung des Athers iiber Phosphorpentoxyd getrocknet. 


Zur Entfernung des noch anhaftenden EKisens wurde das trocl: 
Produkt mit 25 cem LOproz. Salzsiure verriihrt und die Salzsiure unte) 
haufigem Umriihren 18 Stunden einwirken gelassen. Sodann wut: 
die Salzsiiure durch Waschen mit viel Wasser entfernt, schlieBlich «i 
Substanz mit Alkohol und Ather gewaschen und iiber Phosphorpentox: 
getrocknet. Ausbeute an Benzolmelanin 0.1294 g, entsprechend 23.s 
der verwendeten Benzolmelaninsaure. 

Zur Elementaranalyse wurde das tiber Phosphorpentoxyd getrockr 
Benzolmelanin noch | Stunde im Warmeschrank bei 110° getroekne 

1. 4,317mg Substanz: 0,019 mg Asche. 4,298 mg aschefreie Substa: 
9,82mgCO,, 1,37 mg H,O, entsprechend 62,31 °, C, 3,574 H. 2. 4,458: 
Substanz: 0,030 mg Asche. 4,428 mg aschefreie Substanz: 10,10 mg CO 
1,40 mg H,O, entsprechend 62,219, C, 3,54) H. 

Das Benzolmelanin bildet ein schwarzes, amorphes Pulver, welc! 
unléslich ist in verdiinnten kalten Alkalien und verdiinnten Saur 
in Wasser, Alkohol, Ather und den sonstigen iiblichen. fliichtiy: 
Losungsmitteln. 


Aujfspaitung des Benzolmelanins zu Benzolmelaninsdure. 

0,1113 g¢ Melanin wurden mit starker, alkoholischer Natronlau: 
am RiickfluBkiihler 5 Stunden erhitzt. Das Gemisch wurde sodan) 
mit Wasser verdiinnt, der Alkohol unter Ersatz des verdampfen«d: 
Wassers weggekocht. Beim Filtrieren wurde ein tief dunkelbraun: - 
Filtrat (I) erhalten. Der Filterriickstand, der noch unverandert:- 
Benzolmelanin enthielt, wurde zwecks weiterer Spaltung in stark: 
wiisseriger Kalilauge aufgenommen, das Wasser in flacher Scha 
allmahlich weggekocht und die Masse nach dem Verdampfen  «l:- 
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\Vassers einer vorsichtigen, kurzdauernden Kalischmelze unterzogen. 


iv erkaltete Schmelze wurde in Wasser aufgenommen und filtriert (11) 
ji vereinigten Filtrate (1 und IL) wurden mit Salzsiure in geringem 
‘herschuB versetzt, die ausgeflockte Melaninsiure absitzen gelassen, 


wi der Zentrifuge mit Wasser gewaschen und schlieBlich in absolutem 
\kohol gelést. Nach mehrstiindigem Stehen wurde filtriert und das 
dunkle Filtrat am Wasserbade zur Trockne verdampft. Zur weiteren 
Reinigung wurde die Melaninsiure in einem Kollodiumsiackchen gegen 
flieendes, destilliertes Wasser bis zur Chlorfreiheit dialysiert, was 
mehrere Tage in Anspruch nahm. Das Dialysat wurde am Wasserbade 
ur Trockne verdampft und im Exsikkator iiber Schwefelsiure bei 
Zimmertemperatur getrocknet. Mit dieser verlustreichen Methode 
urden 0.0471 ¢ Melaninsiiure gewonnen. 








Studien iiber die Urease. II. 


Ve yn 
Sture Lévgren. 


(Aus dem Biochemischen Institut der Universitat Stockholm.) 
(Eingegangen am 6. Mdrz 1923.) 
Mit 22 Abbildungen im Text. 


Inhaltsverzeichnis: 
Einleitung. RP gn eM Sea eg. Te had eee a ee 
Kapitel IX. p,,-Steigerung durch die Spaltung kleinerer Harnstoff 
mengen bei verschiedenen Phosphatkonzentrationen 
X. Einflu8 der Phosphatkonzentration auf die Lage der 
Py-Optima . (lees w teeing Rippow hasigens 
EinfluB der Enzymkonzentration auf die Lage der 
Bn NPE ST Sane Race eee a ea a 
Einflu8 der Reaktionszeit auf die Lage der p,,-Optima 
Die Zeitgleichung der Ureasewirkung ee ae Oe 
KinfluB der Reaktionsprodukte. Bestimmung von K; 
influB der Enzymkonzentration. Bestimmung von K; 
EinfluB der Harnstoffkonzentration. Bestimmung von K,, 
EinfluB der Phosphatkonzentration. Bestimmung von K;, 
Einflu8 der Lage des p,,-Optimums. Bestimmung 
von K;, Segre | aN SR ONE Repro Ome a 
Priifung der aufgestellten Gleichung der Urease- 
wirkung i 
Zusammenfassung 


Einleitung. 

66. Nachdem ich in dem vorigen Teil dieser ,,Studien iiber di 
Urease™ (diese Zeitschrift 119, 215—293) gefunden hatte, daB die fiu 
die Enzymwirkung giinstigste Wasserstoffionenkonzentration von de! 
Harnstoffkonzentration in der Weise abhingig ist, daB mit steigend 
Substratmenge sich die Lage des p,,-Optimums nach der sauren Seit: 
verschiebt, so faBte ich es als meine naichste Aufgabe, zu untersuches 
ob und wieviel die Lage der p,-Optima von der Phosphatkonzentratio: 
der Enzymkonzentration und der Reaktionszeit (d. h. von der Kor 
zentration der Reaktionsprodukte) abhinge. 
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67. An meinen friiheren Methoden beziiglich der Bereitung der 
Envvymlésung und Priifung der Aktivitat derselben habe ich keine Ab- 
inderungen vorgenommen. Die Enzymlésung wurde durch ein- bis 
yweistiindiges Digerieren von fein zermahlenen Sojabohnen mit der 
fintfachen Menge destillierten Wassers und nachherige Filtration tiaglich 
neu bereitet. Die so an verschiedenen Tagen bereiteten, gelblichen, leicht 


paken Enzymlésungen zeigten einen sehr geringen Unterschied in Akti- 


yitat und Trockensubstanz. Vollig vergleichbar sind indessen nur Werte, 
die am selben Tage mit derselben Enzymlésung erhalten sind. Die 
Trockensubstanz von | cem einer solchen Enzymlésung betriigt 0,065 g. 

Die Reaktionsmasse besteht in allen Versuchen aus folgenden 
Bestandteilen : 

1. 1 bis 4ccem einer geeigneten Harnstofflésung von der Konzen- 
tration M/320 bis 1,6 M, 

1, 2 oder 5ccm einer molekularnormalen Phosphatmischung 
von erwiinschter Aziditat, 

3. leem der Enzymlésung, unverdiinnt oder verdiinnt, 

4. destilliertes Wasser in solcher Menge, da’ das Totalvolumen 
stets LO cem wurde. 

Wenn nicht anders angegeben wird, so sind die Proben in folgender 
Weise ausgefiihrt: In dem Reaktionskolben befinden sich Harnstoff 
Phosphat und Wasser (Totalvolumen 9ccm). Bei dem bestimmten 
Zeitpunkt wird 1 ccm der angewandten Enzymlésung stets durch 
dieselbe Pipette — in den Reaktionskolben hineingelassen. Nach 
tiichtigem Schiitteln wihrend einer Minute wird der Kolben auf seinen 
Platz in der Apparatur eingeschaltet!) und nach dem Ablauf der be- 
stimmten Reaktionszeit 50ccm einer gesiittigten Pottaschelésung 
durch das Trichterrohr in den Reaktionskolben hineingegossen, wodurch 
die Reaktion momentan abgebrochen wird. Das entwickelte Ammoniak 
wird durch einen Luftstrom in eine Vorlage von 5cem n/20 H,SO, 

70cem destilliertes Wasser iibergefiihrt. In den ersten Minuten 
muB der Luftstrom sehr schwach sein, damit nicht N H,-Verluste 
entstehen sollen. Schaumen wird durch eine Schicht Paraffinél 
vermieden. Nach einer Durchliiftung von 17 oder mehr Stunden 
wird der Luftstrom abgebrochen, die Vorlage unmittelbar freigemacht, 
das Absorptionsrohr dreimal auBen und dreimal innen mit destilliertem 
Wasser abgespiilt, wobei das Waschwasser in die Vorlage aufgesammelt 
wird. Der Uberschu8 an H,SO, wird dann mit 0,0788 n NaOH zuriick- 
titriert, wobei stets ] ccm einer gesittigten Lésung von Methylrot 
in 50proz. Alkohol als Indikator verwendet wurde. Weil namlich 
das Volumen der zu titrierenden Fliissigkeit etwa 150 cem_ betrug 


1) S. diese Zeitschr. 119, 231. 
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und die Léslichkeit des Methylrots sehr gering ist, so muBte die Men, 
der Indikatorlésung ziemlich groB genommen werden. 

68. Die giinstigste Indikatorkonzentration habe ich iibriye), 
durch einen besonderen Versuch ausprobiert. 

Versuch 47. ZweckmaBigste Indikatorkonzentration. 


Bezeichnungen. J: Lésung von |g Methylrot in 500 ccm abso| 





Alkohols durch zweitagiges Digerieren (ohne Erhitzung!) erhalten. a 

J': Dieselbe Lésung mit gleichem Volumen destillierten Wassers \ a3 
setzt und von dem bald erstandenen Niederschlag abfiltriert. Methyiro; 7 
ist naémlich in Wasser-Alkohol weniger léslich als in Alkohol; der Ubersehu 
fallt gallertartig aus. 

Durch weitere Verdiinnung wurden andere Konzentrationen des [di —_ 
kators hergestellt. Von jeder Lésung ist stets 1 com angewendet und, mit NH 
150 cem ausgekochtem destilliertem Wasser vermischt, gepriift. Die Ziffer 
beziehen sich auf 0,0788n NaOH. 

Tabelle XLVII. 
2 $ somes: Farbe in Farbe in Umschlag Umschlags:- ; 
“¢% | Lsation ponrer alkaliscber — erz,elt durch faroen Anmerkunge 
os Lésung Lésung An 
= ccm | 
det 
0,02 stark (starkgelb 0,01 ecm orange- — Indikator zu stark F nw 
orangerot (ziemlich gelb doch verwendbar a 
scharf) ; 
0,02 stark rot gelb rs ef D:0 
0,01 rot schwach 0,01lecem rétlich- Gut verwendba 
gelb (scharf ) farblos 
0,01 i farblos 0,01 eem a Verwendbar 
(ziemlich 
scharf) an 
0 schwiacher ‘ 0,01 cem - Nicht verwendba: NI 
rot (unscharf) m 
ued | O sechwach 0,02 cem + D:0 
rot (unscharf) 

Die zweckmaBigste Indikatormenge bei 150 ccm Fliissigkeit \-' Sa 

also 1 eem einer gesattigten Lésung von Methylrot in 50proz. Alkohol 
Ve 


69. Vor den eigentlichen Versuchen habe ich einige Vorversucl: 
zur Priifung der Folinschen Methode gemacht. 
Versuch 48. Uberfiithrungsgeschwindigkeit. I. 
Tabelle XLVIII. 





Zeit | mg NHg aus,eliefert 


der 
oe | 3,20 641 12,82 
ney NHg gefunden K.102 | NH; gefunden K.10 NH, gefunden 
Stdn. H mi j ; mg “ m4 


3 | 221 | #17 4,40 7 | 9,78 
7 | 292 15 6,25 23 12,32 
10 3,19 me 6,37 12,74 
20 3,20 at 6,38 12,83 
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NH, wurde aus einer Salmiaklésung entwickelt. 
3 
—" nae a , Pe ae 
Die Werte von K ; In zeigen, da®B die Uberfihrung nach 
a—x 
monomolekularen Formel geschieht. 


Zu diesem Stadium der Arbeit wurden indessen die friiher benutzten 
ier Wasserstrahlluftpumpen durch eine elektrisch getriebene Saugpumpe 
ersetzt, die, wie Versuch 49 zeigt, viel schneller arbeitete. Gleichzeitig 
warde die Apparatur erweitert, so daB es mir erméglicht wurde, zugleich 
24 Parallelproben zu machen. 


Versuch 49. Uberfiihrungsgeschwindigkeit. LI. 





NH, ausges mg NH, gefunden nach 
liefert 


ms 3 31, 4 20 Stdn. 


3,21 2,76 | 3,03 | 3,11) 3,14; 3,17/ 3,17; 318 | 3,18) 3,18 3,21 
12,79 : 12.49 12,62 12,65 ~ — | 12,66 12,66 12,75 
Die letzten Spuren NH, gehen also sehr langsam hiniiber, dem 
Anschein nach dadurch, daB sich Wasser in dem Ableitungsrohr kon- 
densiert und. Ammoniak lést, so daB das so zuriickgehaltene Ammoniak 
nur in dem MaBe wieder frei wird, wie sich das Wasser von neuem 
verfliichtigt. 


Versuch 50. Priifung der Methode mit bekannten 
NH,-Mengen. 


Tabelle L. 





NH, {|ausgeliefert. 3,17. : 3, 53 | 6,33 | 633 | 6,44 | 
PF a 7 


mg | gefunden . 6,29 630 6,42 


Saugen: 17 Stunden bei Zimmertemperatur. NH, aus verschiedenen 
Salmiaklésungen entwickelt. 
Versuch 51. EinfluB der Pottaschekonzentration auf die 
+ +s . . . 
Uberfiihrungsgeschwindigkeit. 


Tabelle L1. 





Salmiaklésung |  Gesiittigte Zeit der NH, 
- “s aa | KoC O,-Lésung , Wasser Durchliiftung gefunden 
o ccm 


com com ccm Minuten mg 


50 4 0 2,90 
25 25 1,47 
12,5 ; 37,5 0,86 
6,25 -+ 43,75 [ 0,57 
125 -+ 48,75 0,53 
125 + 48,75 0,80 
L 15 gNaCl 


Biochemische Zeitschrift Band 137. 14 
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Nimmt man die Menge Pottaschelésung als Abszisse und 
Ammoniakmengen als Ordinate, so erhilt man (s. Abb. 23) eine ge 
Linie, die plétzlich die Richtung verindert, um beinahe horizoy\' | 
zu werden. 

Ki NA, in 20 Min. 





a 


pt 
og | 
eee th a nes 


| 


10 20 30 40 50cem 
Gesatigre Pottaschelésung auf S0com 


Abb. 231). Einflu® der Pottaschekonzent.ation auf die Uoerfiihrungsges chwindigkeit 





























0 


Wegen dieses Versuches habe ich es nicht fiir ratsam gehalten, 
zu schwicheren Pottaschelésungen tiberzugehen oder die Pottasche 
teilweise durch NaCl zu ersetzen. 


Versuch 52. Der Gehalt des Harnstoffs. 
Tabelle LII. 





ae ee Mii Reaktionss NuHs NH; Gehalt des 
Enzym | Phosphat H,O Harastoff zeit gefunden berechact  Harnsto ffs 


com ccm ccm cem M['6 Stdn. mg mg ¢ 


4,23 4,26 
4.23 4,26 
8,46 8,52 
0 2 
0 = 

Enzym: frisch bereitet (15 : 75, 2 Stunden). Temperatur 19°. Total 
volumen: 16 cem, py, der Phosphatmischung 7,50. 


Or St Or Or Or 


Der Harnstoff, der mir zur Verfiigung stand und einen Schmely 
punkt von 130° zeigte (anstatt 132°), erwies sich also 0,7 °% zu schwacli 
Bei der folgenden Bereitung von Harnstofflésungen ist daher 60.5 
anstatt 60,1 als Molgewicht angewendet. 

So wurde z. B. die fiir die in Kapitel IX mitgeteilten Versuche 
abgepaBte Harnstofflésung, die 1 mg NH, pro Kubikzentimeter en' 
wickeln sollte, in der Weise bereitet, da® sie 1,777 g Harnstoff anstat' 
1,763 ¢ im Liter enthielt. Wie nahe ich das Ziel getroffen habe, is' 
aus Versuch 53 ersichtlich. 

1) Abb. 1— 22 sind in der I. Mitteilung, diese Zeitschr. 119. 215, 192! 
veréffentlicht. 
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Versuch 53. Priifung des Gehalts der in Kapitel IX 
verwendeten Harnstofflésung. 


Tabelle LILI. 





NH NH. 


H,O Harnstoff Reaktionszcit 3 . 3 
Z P ' gcfund.n Mittel pro 1 ccm 


eee Mil 
— Pnosphat 


com cca ccm ccm std. mg mg 


0.98 0,98 
2.04 1.02 
401 1.00 
5,00 1.00 
6,01 1.00 


Mittel 1,00 


0 
Me > i 


Korrektionen 


lalten, 
tasche Enzym: frisch (15: 75, 2 Stunden). Temperatur 19°. Totalvolumen 
10cem. py der Phosphatmischung 7,00. Zeit der Durchliiftung 20 Stunden. 


Die Harnstofflésung kann also als richtig angesehen werden. 


Kapitel IX. 
py -Steigerung durch die Spaltung kleinerer Harnstoffmengen 
bei verschiedenen Phosphatkonzentrationen. 

70. Der Umstand, daB der fiir die Wasserstoffzahl der Lésung 
beinahe voéllig unschidliche Harnstoff bei seiner Hydrolyse in einen 
Stoff von ausgesprochener alkalischer Reaktion umgewandelt wird, 
bringt es mit sich, daB p,, wahrend des Umsatzes stark ansteigt. Auch 
die stirksten Pufferkonzentrationen kénnen dieses Ansteigen nicht 
verhindern, sondern nur maiBigen. Frither!) habe ich die Veriinderungen 
in Py untersucht, die durch die Spaltung von den 1 bis 6mg NH, 
entsprechenden Harnstoffmengen in Gegenwart von M/2 Phosphat 
hervorgerufen werden. Weil es jetzt meine Absicht war, zu schwicheren 
Pufferkonzentrationen iiberzugehen, so muBte ich auch fiir diese Ahnliche 
Untersuchungen vornehmen. 

71. Als Ausgangsmaterial dienten zwei molare Lésungen von 
K,HPO, und KH,PO, (reinste Priparate von Kahlbaum bezogen) 
Die Mischungsverhiltnisse, die zum erwiinschten p,, fiihrten, sind aus 
Versuch 54 und Abb. 24 zu ersehen. 


1) Diese Zeitschr. 119, 275—276, Tabelle XXXVIa und XXXVIb, 
Abb. 12. 
14 
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Versuch 54. py, von Phosphatgemischen und dessen  \ 
anderung durch Zusatz von leem Enzym pro 10cem. 


Tabelle LIV. 





: Pu 
Mischungsverhaltnis 


der telnen bei 5 ccm der bei 2 ccm der bei l ccm der 
’ Phosnhat. Phosphatmischung Phosphatmischung Phosphatmischu: g 
KoHPO, KHyPO,  icePing = + 1 com Enzym + 1 vem Enzym + 1 cem Enzyin 
Wi mischung = + 4.cem HO + 7 ccm H,O + 8 com HyO 


100 9,10 8,92 8,74 
100 8,93 8,77 8,65 
100 8,62 a 8,38 
100 4 8,20 8,13 8,05 
100 8,16 oe 8,05 
100 7,86 ae 7,84 
100 7,68 7,66 
100 | 16 7,60 7,59 
100 30 7,28 7,28 
100 40 7,12 7,12 
100 =|—SBO 7,02 7,02 
100 100 6,69 : 6,69 
100 200 6,37 6,37 
0 | 100 4,10 om 


Py elektrometrisch bestimmt. Temperatur 18°. Enzym: frisch (15: 75, 
2 Stunden). 





Ss 8s 
8 8 
dem Jotalvolumen 10cem 





+ 

















Y) 
66 8 


Abb. 24. Phosphatkurve. Py * Erniedrigung durch lecm Enzym. 


Die py-Werte schlieBen sich zwischen 7 und 8 ziemlich gut der 
Formel 
)\—-6,75 , [K H, PO iJ 
[K,H PO, | 


an, wie in der Tabelle LIVa zu sehen ist. 


[H’] = 1 





m der 
uSchur 
Enzym 
H.O 


& 


oS ee a ee a ee a ae 


der 
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Tabelle L1Va. 





[KH,PO,] | 100 50 ’40 30 16° 12! 8 5 4 
(K,HPO,} 100 100 100 100. 100 100. 100 «100-100 
15 | 7,27 | 7,65 | 7,65 | 7.85 | 805 | 8, 
<3 7,28 | 7,60 | 7,68 | 7,86 | 815 | 8, 


Py berechnet | 6.75 | 7.05 
PH beobachtet 6.69 7.02 


yo 


15 
20 


b 


Im AnschluB an diesen Versuch will ich zufiigen, daB ich niemals 
bemerkt habe, da®B kleinere Mengen Harnstoff (10mg pro 10 ccm) 
einen steigernden EinfluB auf p,, in Gegenwart von Phosphat ausiiben. 
Bei gréBeren Harnstoffmengen konstatiert Barendrecht einen solchen 
KinfluB!). Man darf in diesem Zusammenhang indessen nicht ver- 
yessen, daB stirkere Harnstofflésungen erstens meBbare Mengen 
Ammoniumeyanat enthalten und zweitens einer langsamen (durch 
hakterielle Infektion vielleicht hervorgerufenen) Hydrolyse unterworfen 
sind, so daB z. B. ein paar Jahre alte Harnstofflésungen deutlich Phenol- 
phthalein réten, was frische Harnstofflésungen nie tun. 

72. In der Literatur wird angegeben, daB eine elektrometrische 
Py-Bestimmung in Gegenwart von freiem Ammoniak unméglich ist, 
weil das Ammoniak die Elektrode ,,vergiftet‘‘. Das ist auch wahr - 
wenn man die Elektrode in die Fliissigkeit eintauchen laBt. Man erhialt 
dann immer eine augenblickliche starke Vergiftung, die dadurch ge- 
kennzeichnet ist, dafS man keine konstante, viel zu hohe und nicht 
reproduzierbare p,-Werte bekommt. Durch Anwendung gewisser 
Kunstgriffe kann man indessen in Gegenwart von kleineren Mengen 
ammoniumsalzen auch auf der alkalischen Seite reproduzierbare Werte 
erhalten. Auf der sauren Seite bietet die Messung keine Schwierig- 
keiten. 

73. Wie erwahnt, hatte ich mir cie Aufgabe gesetzt, bei ver- 
schiedenem anfinglichen p,, die py-Steigerung zu bestimmen, die 
durch die Hydrolyse von gewissen Mengen Harnstoff (1 bis 5mg NH, 
entsprechend) bei den Phosphatkonzentrationen M/5 und M/10 her- 
vorgerufen wird. Anfangs glaubte ich, daB diese Aufgabe auf einem 
einfachen Wege und ‘schnell lésbar sei. Ich stellte auf einmal zehn 
Proben her, die enthielten: a) 1 oder 2 cem einer M/1 Phosphatmischung 
von gegebenem p,,, b) 1, 2, 3, 4 oder 5cem der auf S. 211 erwahnten 
Harnstofflésung, c) 1 cem Enzym, d),destilliertes Wasser, so daB das 
Totalvolumen 10 ccm wurde. Die Proben wurden sich selbst fiir einige 
Stunden iiberlassen und dann p,, in jeder einzelnen bestimmt. Trotz 
der Anwendung der unten besprochenen Elektrodenfiihrung waren die 
Ergebnisse nicht befriedigend, von den sehr oft eintretenden Ver- 
giftungsfillen abgesehen. Ich sah mich daher genétigt, zu einer miih- 


1) Ree. trav. chim. Pays-Bas 39, 54, 1920, 











214 St, Lovgren: 


seligeren, aber sicheren Methode iiberzugehen, deren Hauptziige 
in folgenden Punkten zusammenstelle : 


1. Apparatur: die gewéhnliche, also: Bleiakkumulator von 2 \ J; 
Spannung, ein Widerstandskasten, Normalelement, gesittigte Kalomel. 
elektrode, gesittigte KCl-Lésung, Kapillarelektrometer nach Lutier, 
Wasserstoffelektrode. 

2. Elektroden: a) Drahtelektrode. Sie bestand aus einem % 1m 
dicken Platindraht, in ein Glasréhrchen eingeschmolzen, in dessen 
untersten Teil Hg gegossen war. Platinierung und Siattigung geschah nach 
den Vorschriften in Michaelis ,,Die Wasserstoffionenkonzentration“. 

b) Punktelektrode. Wie die vorige hergestellt aber dann der heraus 
ragende ‘Teil des Platindrahtes abgebrochen. Platinierung und Siattigung 
nach der gewoéhnlichen Methode. 

c) Paraffinierte Drahtelektrode. Eine gewoéhnliche platinierte und 
gesattigte Drahtelektrode wird ein paarmal in schmelzendes Paraffin ein 
getaucht, so daB sich der Draht mit einer gleichmaRigen diinnen Schicht 
Paraffin tiberzieht. Vor der Anwendung muB8 die paraffinierte Elektroc 
langere Zeit (etwa eine halbe Stunde) mit Wasserstoff elektrolytisch he 
laden werden. Stellt sich langsam ein. 

d) Gegliihte Drahtelektrode. Nach der Platinierung wird eine ¢ 
wo6hnliche Drahtelektrode in der Bunsenflamme (besser vielleicht in der 
Wasserstoffflamme) gegliiht, dann noch gliihend in die Wasserstoffatmo 
sphare des Fassungsrohres so schnell wie méglich eingefiihrt. 

3. MessungsgefaB. Ein Wiagegliischen von 20 ccm Rauminhalt. 

4. Elektrodenfassung. Ein engeres Glasrohr, mit einem seitlichen 
Ansatzrohr versehen und oben mit einem durchbohrten Gummistépse! 
verschlossen, durch welchen die Elektrode in das Fassungsrohr hinein 
ragte. Die Elektrode konnte also auf und ab bewegt werden. Durch das 
Ansatzrohr wurde Wasserstoffgas von einer Bombe eingefiihrt. 

5. KCl-Verbindung. Als solche diente ein Baumwollfaden, der iibe: 
Nacht in gesiittigter KCl-Lésung gelegen hatte. Vor der Anwendung wurde 
der ganze Faden auBer dem obersten Ende durch Eintauchen in schme! 
zendes Paraffin paraffiniert. Bei der Anwendung wurde das oberste Ende 
in die KCl-Wanne eingetaucht, das unterste, paraffinierte Ende in ein 
extra, unten kapillares Glasréhrchen, das sich in der Probelésung befand, 
hineingebracht und so kontakt erhalten. Durch diese Anordnungen wurde 
die Diffusion des KCl in der Probe auf ein Minimum gebracht, was bei 
kleineren Pufferkonzentrationen und lingeren MeBzeiten unbedingt not 
wendig ist. Die Giite des Kontaktes wurde durch die Paraffinierung nicht 
in merkbarem Grade beeinfluBt. 

6. Elektrodenfiihrung. a) Die platinierte und neugesittigte win- 
gebogene Drahtelektrode wird in das Fassungsrohr eingesetzt, der Wasser 
stoffstrom angelassen und auf gewiinschte Starke gemiBigt. Mit stehende: 
Wasserstoffatmosphire habe ich nur bei reinen Pufferlésungen, aber niemals 
bei eigentlichen Proben anwendbare Werte erhalten. Indessen habe ic!) 
es doch vorteilhaft gefunden, den Wasserstoffstrom ganz schwach 21 
nehmen. Nachdem die Elektrode einige Minuten in der Wasserstoffatm: 
sphiire verweilt hat, wird sie vorsichtig hinunterbewegt, und wenn sie sic!: 
ein wenig oberhalb der Fliissigkeitsfliche befindet, seitwirts gedreht, s: 
da8 die Spitze die an der Wand des Fassungsrohres adhirierende Fliissi: 
keitssehicht beriihrt, was dadurch erreicht werden kann, daB dic Elektrod 
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nicht zentrisch in dem Fassungsrohr steckt. Jetzt kontrolliert man am 
Elektrometer, daB Kontakt erhalten worden ist. Indem man fortwiahrend 
un Elektremeter den Kontakt kontrolliert, fihrt man die Elektrode nach 
oben, bis sie sich etwa 5 mm iiber der héchsten Lage der Fliissigkeit im 
Fassungsrohr befindet. 

Durch diese ,,Elektrodenfiihrung’’ wird folgendes erzielt: 

[. Die Beriihrung zwischen Elektrode und Fliissigkeit wird mdglichst 
knapp. 

Il. Die Anzahl der Vergiftungsfille wird sehr eingeschrankt. 

III. Wenn Vergiftungen eintreten, sind sie meistens leichter Art und 
riickgangig zu machen (s. hieriiber Versuch 55). 

IV. Die Elektrometerausschlage sind ruhig, ebenso groB wie wenn 
die Elektrode in die Flissigkeit heruntertaucht, und von den Zuckungen 
verschont, die sonst im Anfang als Folge der durch die Wasserstoffblaschen 
im Fassungsrohr hervorgerufenen Niveauveriinderungen entstehen. 

Die Einstellung der Elektrode erfolgt ein wenig langsamer als mit 
der gewohnlichen Methode und folgt nicht momentan den Aziditiitsver- 


anderungen in der Probefliissig- Dune. _Hunferdratt 
keit, aber darauf kam es bei Elektrodk tes 

, ; lekKTrode 
meinen Messungen auch nicht 
an. Fiir mich war nur der An- Parafimerter Drahtelektrode 
fangs- und der Endzustand von 
Wichtigkeit. 

b) Bei der Punktelektrode Fassungsrohr 
werden dieselben Vorteile mit pes hy 
einfacherer Elektrodenfiihrung 
erzielt. Die neuplatinierte und 
neugesaéttigte Punktelektrode 
wird in das Fassungsrohr ein- 
gesteckt und unmittelbar so weit 
in die Fliissigkeit eingetaucht, 
da8 sie von den Wasserstoff- a 
blaschen unberiihrt bleibt. Sie — te 
zeigt dann denselben Wert wie = W) 
eine Drahtelektrode. Mit der Probe 
Anwendung der Punktelektrode Abb. 25. Versuchs:nordnung. 
ist indessen ein Nachteil ver- 
bunden: weil der Draht nicht in direkte Beriihrung mit dem Wasserstoffgas 
kommt, halt sie sich nicht lange gesittigt. Ich habe sie daher nur als 
Kontrolle benutzt, ohne eigene Wasserstoffatmosphire aber in Verbindung 
mit ein oder zwei Drahtelektroden mit Wasserstoffatmosphiare. Sie zeigt 
dann bei niedrigerem p,, den richtigen Wert, bei héherem einen etwas 
zu niedrigen, 

7. Anzahl Elektroden. In den meisten Versuchen sind zwei Draht- 
elektroden und bisweilen zwei Drahtelektroden mit Wasserstoffatmosphire 
nebst einer Punktelektrode ohne Wasserstoffatmosphire zur Verwendung 
gekommen. Die letzte Anordnung ist die zuverlissigste. Ein Bild der 
Verhaltnisse in diesem Falle liefert Abb. 25. 

8. Ausfiihrung der Messung. In dem Messungsgefai wurden a cem 
einer geeigneten Phosphatmischung + (9 — a — b) ccm destillierten Wassers 
vermischt und die Ohmzahl notiert. dann leem Enzym durch ein 
Loch in der Korkscheibe zugesetzt und die Ohmzahl beobachtet, schlieB - 
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lich 6cem der Harnstofflésung, die 1mg NH, pro Kubikzentimeter 
wickelte, zugefiihrt und von diesem Augenblick an die Ohmzahl jede Minut; 
bestimmt, wobei der Kupferdraht von der einen zu der anderen Elektric 
umstellt wurde. Wenn alle Elektroden ein konstantes Potential aut 
wiesen, wurde die Messung abgebrochen und als Endwert die héec)st. 
erhaltene Ohmzahl benutzt. Trat bei einer Elektrode wahrend der Messiiny 
Vergiftung ein, was an einer sprunghaften Erhéhung der Ohmzahl leichi: 
bemerkbar war, so wurde die Elektrode herausgenommen, abgeschabt, 
platiniert, gesiittigt und dann wieder auf ihren Platz eingesetzt. In de 
Zwischenzeit wurde die Messung mit den iibrigen Elektroden fortgesetz: 

Anmerkung. Die mitgeteilten Werte beziehen sich auf Drahtelektrode) 
Nur bei den allerhédchsten Alkalitiiten, wenn z. B. drei Drahtelektrode 
nacheinander vergiftet wurden, habe ich zu einer paraffinierten Draht 
elektrode gegriffen. 


74. Was nun die ,,Vergiftung® betrifft, so ist dies ja nur ein Wor 
und sagt nichts tiber die Sache an sich aus. Es schien mir wahrscheinlic| 
daB die Vergiftung darin besteht, daB Ammoniakgas sich an die Ele 
trode niederschlagt und sie so stellenweise zu einer Ammoniakelektro«(: 
verwandelt. Dann gibe es Grund zu der Hoffnung, daB die Vergiftun 


zurickgehen kénnte. Als ich also in einem Falle am Ende der Messuny 
eine leichte Vergiftung erhielt (typischer Fall!), so brach ich nich 
die Messung ab, sondern setzte fort, die Ohmzahl zu_ beobachte: 
Das Ergebnis ist in Versuch 55 niedergelegt, der auch ein Bild iihe: 
den Gang der Untersuchung in jeder einzelnen Probe gibt. 


Versuch 55. Riickgang der Ammoniakvergiftung. 


Tabelle LV. 





Probe: 2cem M/1 Phosphat (100: 8) + 5cem H,O — o = Ohmzah 


Zeit Zeit 

11h1)' @ 251 11645’ w 260 

ll 13 » = 261 11 50 @ 260 

11 14 Zusatz von 1 cem Enzym 11 57 Neuplatinierte und neu 

11 16 w = 249 gesattigte neue Drahtelektrod: 

11 18 wm = 249 eingefiihrt 

11 22 Zusatz von 2 ccm Harnstoff 11659’ @ 259 

ll 24 w 251 125 w 260 

ll 25 « 252 12 10 w 260 

ll 2 w = 253 12 22 Die alte vergiftete Elektrocd: 

11 27 w = 254 eingefiihrt 

1l 28 @ == 255 12h 25! « 260 

1l 29 « 256 12 29 w= 260 

11 30 « 257 12 30 Eine dritte Drahtelektrod: 

11 33 « 258 eingefiihrt, die wahrend eine! 

11 34 w = 290! Vergiftung. ganzen Stunde elektrolytisc! 

11 34—11540’ Die Ohmzahl sank mit Wasserstoff beladen worde: 
schneller als ich im Rheostaten- war. Momentane Einstellung 
kasten folgen konnte 12431’ @ = 260 

11540’ @ — 259 12 33 @ 260 
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Die Ammoniakvergiftung kann also zuriickgehen. In solchem 
Falle ist die vergiftete Elektrode ohne weiteres verwendbar. 

75. Die Versuche 56 bis 65 enthalten die Ergebnisse der Messungen 
iiber die p,,-Steigerung, die durch die Hydrolyse der 1 bis 5 mg NH, 
entsprechenden Harnstoffmengen bei 0,1 M und 0,2 M Phosphat von 
verschiedenem Anfangs-p,, bei Zimmertemperatur hervorgebracht wird. 


Versuch 56. p,-Steigerung fiir 1mgNH, bei 0,1 M Phosphat. 
Probe: leem M/l Phosphat + 1 cem Harnstoff + Leem Enzym 
7cem H,O. 
Tabelle LVI. 





8.25 858 8.74 8383 
8,52 894 915 9,26 
0.27 €36 046 0.43 


py Vor. .| 6,37 6,69 7,02 | 7,12 7,28 
py nach, . 648 6,80 7,14 7 22 4S 
2 0,1 


Steigerung. O11 0,11 0,12 | 0,10 


9 
4 0.25 0,24 


Versuch 57. py-Steigerung fiir 2mg NH, bei 0,1 M Phosphat. 
Probe: 1ecem M/1 Phosphat + 2cem Harnstoff + leem Enzym 
6cem H,O. 
Tabelle LVII. 





Pu .. oo 7,02 7,12 7,28 7,28 8.25 8,83 
py nach .. . 7,24 7,34 7,54 758 8,80 9,34 
Steigerung . . 0,22 0,22 0,26 0,30 0,55 051 
Versuch 58. p,-Steigerung fiir 3mg NH, bei 0,1 M Phosphat. 
Probe: Lcem M/1 Phosphat + 3cem Harnstoff + Leem Enzym 
5cem H,O. 
Tabelle LVIII. 





De VOR... 7,02 li 7,28 7,65 8,25 8,58 
pu nach .., 7,¢ 7,71 8,38 8,97 9,19 
Steigerung . 0,32 By 0,43 0,73 0,72 0,61 
Versuch 59. p,-Steigerung fiir 4mg NH, bei 0,1M Phosphat. 
Probe: leem M/1 Phosphat + 4 ccm Hamstoff + leem Enzym 
4cem H,O. 
Tabelle LIX. 





Da vor... || 7,02 7,40 7,65 8,25 
Py nach .. || 7,47 56 8: 8,07 8,61 9,08 
Steigerung . 0,45 i 5s 0,67 0,96 0.83 


Versuch 60. p,-Steigerung fiir 5mg NH, bei 0,1 M Phosphat. 
Probe: lcem M/1 Phosphat + 5 cem Harnstofi +leem Enzym 
+ 3ceem H,O. 
Tabelle LX. 





Py vor . . |6,37|6,69|7,02 7,28 7,28 7,40 7,58 7,65 7,97 |8,25| 8,58 8,80) 8,92 
Dy nach. . | 6,89/7,26|7.59 7.95 7,98 8.21 8,80 8.84 8,99 9,16 9,34 9,33) 9,28 
Steigerung | 0,54 0,57 0,57 0,67 0,70 0,81 1,22 1,19 1,02/0,91 0,76 0,53 0.36 
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Versuch 61. p,-Steigerung fiir 1mg NH, bei 0,2 M Phosphe 
Probe: 2cem M/1 Phosphat + 1cem Harnstoff + leem Enzym 
6eem H,0O. 


Tabelle LX I. 





Pee WOR iw Sa 637 | 759 | 7,83 8,06 8,65 i 
punach.. . 6,43 7.07 ol: 320 8,25 S67 .}~. 898 
Steigerung . 006 | O08 | O16 0,19 0,22 0,24 


Versuch 62. p,-Steigerung fiir 2mg NH, bei 0,2 M Phosphat 


Probe: 2ccm M/1 Phosphat + 2cem Harnstoff + leem Enzy 
5ecm H,0O. 


Tabelle LX 11. 





py vor... . |637| 7,12! 7,12 | 7,28 | 7,59 | 7,83 | 8,06 | 8.65 | 8.65 | s.74 
Pu mach... . | 650) 7,26 ,45 | 7, 8.17 | 850 | 905 | 9,12 | 9.11 
Steigerung . . || 0,13 | | 0, 4 0,34 | 0,44 | 0,40 | 0,47 | 0.37 
Versuch 63. py-Steigerung fiir 3mg NH, bei 0,2 M Phosphat 
Probe: 2cem M/l Phosphat + 3ccm Harnstoff + leem Enzyn 
4cem H,0O. 
Tabelle LXIII. 





Puy vor...... | 637 | 7,12 | 7,12 | 7,59 806 | 865 | 874 


2 7,83 
py nach, .... || 653 | 7,32 | 7,33 | 7,92 | 838 | 870 | 9.15 | 924 
20 0,55 


Steigerung .... | 0,16 0,21 | 0,33 | 0,64 | 0,50 | 0.50 
Versuch 64, p,-Steigerung fiir 4mg NH, bei 0,2 M Phosphat. 

Probe: 2cem M/1 Phosphat + 4cem Harnstoff + leem Enzym 
3ecm H,0O. 


Tabelle LXIV. 





Py vor 7,12 7,59 7,85 806 | 865 
Py nach , ya Eg 42 8 04 8 8,93 9 25 
Steigerung ... || 022 0.3 0,45 ; 0,87 0,60 


Versuch 65. py-Steigerung fiir 5mg NH, bei 0,2 M Phosphat. 
Probe: 2cem M/l Phosphat + 5cem Harnstoff + leem Enzyin 
2ecm H,0O. 
Tabelle LXV. 





| 


Py vor .. |] 637/ 7,12 | 7, 759 | 7,83 | 806 806 865 | 8,74 
py nach. . || 666 | 7.47 | 7, 8.20 | 875 | 899 905 934 | 934 
Steigerung . 29 035 035 061 | 0,92 | 093 0,99 | 069 | 0,60 


Mit Anwendung der Werte in Versuch 56 bis 60 bzw. 61 bis 65 
sind die Kurven in Abb. 26 bzw. 27 gezeichnet, wobei ,,pq vor als 
Abszisse und die py-Steigerung als Ordinate gewahlt wurde. 
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Abb. 26. Py, * Steigerung fir 1—5 ms NHg pro 10 ccm bei «,1 M Phospha 
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Abb. 27. pyy* Steigerung fur 1—5 mg NH, pro 10ccm bei 0,2 M Vhospnat 
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Interpolationstafel fiir die py+Steigerung Abb. 29. Interpolationstafel fur die py + Steigerung 
hei 0,1 M Phesphat. bei 0,2 M Phosphat 
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Nach Abb. 26, 27 u. 12 sind dann die Kurvenscharen in Abb. 2s. 2 
und 30 gezeichnet. Sie gestatten, bei gegebenem Anfangs-p das Eni-,, 
sofort zu finden und haben mir bei der Berechnung der p, -Steigerun,y | 
allen folgenden Versuchen als graphische Interpolationstafeln ged 





4, 
20 nde 



































6,20 


1 2 3 r7 5 
ng NH, pro l0ccm 


Abb. 30, Interpolationstafel fur die p,, +Steigerung bei 0,5 M Phosphat. 


Kapitel X. wird 


EinfluB der Phosphatkonzentration auf die Lage der p,,- Optima. 

76. Fiir den EinfluB, den die Harnstoffkonzentration auf 
Lage des p,-Optimums der Sojaurease ausiibt, habe ich folgen 
Tabelle zusammengestellt : 





: 5 i 0 Wabrscheinlicher Opti kt 
—ie Pu-Optimum abrscheinlicher Optimalpun 
a swischen gefunden berechnet 


0,001 67 7,90 7,90 
0,003 125 — ™M/320 ; - 7,83 
0,006 25 M/160 7,74—1,78 7,76 7,76 
0,012 5 M/80 7,66—7,72 7,69 7,69 
0,025 M/40 7,55—7,65 7,62 7,62 
0,05 M 20 7,50—7,60 7,55 7,55 
0,1 M/10 7,40—7,50 ? 7,48 
0,2 2Mj10 = 7,30—7,50 , 7,41 
0,4 4Mj10 —-_7,30—7,40 7,34 
0,8 8M/10 —_7,25—7,35 7.27 
1.6 16Mi10 = 7,15—7,25 7,20 
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Die Optimalpunkte sind nach der empirischen Formel: 


Py- Optimum — 02326! In a + 7,25 

erechnet (siehe unter berechnet). 
Diese Formel besagt iibrigens ganz einfach, dab die relative Ver- 
nderung der optimalen Wasserstoffionenkonzentration J proportional 


ler relativen Verinderung der Harnstoffkonzentration a ist. Denn 
lann hat man: 
dJ da 
K. 
m a 
d .lnJd K .d.lna 
InJ = K.ina+e, 


1nJ = K*®lna + ¢. 
Nennen wir den zu J gehérigen py-Wert p. so wird 
—p= K™lna + ¢, 
p - K Ina — ¢,. 
Setzen wir 
K = 0,2326, 
«) bekommen wir die vorige Formel 
p — 0,2326 . na + 7,25. 
7.25 ist das p,,-Optimum, wenn a = 1. 
Wenden wir natiirliche Logarithmen im rechten Gliede an, so 


wird die Formel abgekiirzt : 


p = — 0,1 ¢lna + 7,25. 


Es ist indessen nicht ausgeschlossen, daB ein EinfluB auf die Lage 
ler py-Optima durch die iibrigen mitwirkenden Faktoren, und zwar 
lie Konzentrationen von Phosphat, Enzym und Reaktionsprodukte, 
ausgeiibt werden kénne. Diese Sache habe ich in diesem und den 
zwei folgenden Kapiteln untersucht. 


Zuerst wurde der Gehalt der in dem Folgenden angewandten Harn- 
stofflésungen festgestellt. 
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Versuch 66. Gehalt der Harnstofflésungen. 
Tabelle LX VI. 





He rnstoff- mg NH, 


Harnstoff . - 
iarnst konzentecation sian 
con cc.n ccm erechnet | gcfund 


Enzym rn H,O 
ccm M/32| M/320 1,07 
» M/32} M320 1,07 
M/16 M/160 2,13 
M.80 4 26 
M80 4.26 
M40 8 52 
M40 8 52 
M20 17,03 
M320 
M/160 
M'80 
M40 
» Mi M 20 


. 
. 


eee et et eet et 
| nob trrrrnr 


eh ee ee ee 


Enzym: frisech (15: 75, 2 Stunden). Tcetalvolumen 10cem. Tem, 
ratur 19°. Reaktionszeit 3 Stunden. Saugen 14 Stunden. NH, freigemachit 
durch 50 ccm gesittigten K,CO,. Schiitumen durch eine Schicht Paraffini| 
vermieden. p, der Phosphatmischung 7. 

Die Lésungen, die unter Annahme eines Molgewichtes von 60,5 (s. hie1 
iiber Versuch 52) bereitet sind, kénnen also als richtig angesehen werden 


Versuch 67. py-Optimum bei M/320 Harnstoff u. 0,5 M Phosphat. 
Tabelle LX VII. 





: ‘ 
Enzym spl HO Ha-nstoff- a Max. Pu 
phat * Harnstoff en exit N rig 

Oo z a 
com | com | cc area Min. m3 mg || vor | nach | M.tt 
leem M/32 | M/320 0 
Dos » * ‘ i 0,13 
bss, oe es : ’ 0,46 
1 5, ” % 7 0,51 
l 
1 
l 


6,37 

7,02 
| 7,63 
| 7,79 

7,79 
| 8,01 
| 8,97 


acon 
ouwwe 


r 


” ” ” } 0,51 
” re) ” 7 0,46 
‘ 0,26 


a) 


Y 


. ~~ 


OOD111D Ow 


@ =1 +1 +1 -1-1 0D 
woannactwss-) 


or 


9 ” > 


’> 
Enzym: frisch (15:75, 2 Stunden). Temperatur 20°. 


Versuch 68. p,-Optimum bei M/320 Harnstoff u. 0,2M Phospha 
Tabelle LXVITI. 





Mil Reak- 
inzy *nuse | Ho Harnstoffs 43 nc, Max. ; 
ee Harnstoff kona. | 2 NH; NH, 


phat ; zeit 
trauon 
com cm ; Min. mg mg 


cem M/32 | M/320 0,06 
2 0,29 
0,59 


99 39 9 


a i ed 2 : 0,65 
” be) 9 y J 0,65 
”° ” ” 0,61 
Pes oe ne Re 2 ; 0,43 


Enzym: dasselbe wie in Versuch 67. Temperatur 20°. 


l 

] 
| 1 or ”” ” 
| 1 

1 

1 


bo bo bo bo bo bo bo 
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Versuch 69. py-Optimum bei M/320 Harnstoff 
und 0,1M Phosphat. 


Tabelle LXIX. 





M/1 j is Rak: 
Fnzym | Phoss | H,O Hernstoff: | tions. 
phat | Harnstoff konzns yc it 
trativn nach = Mittel 


ccm com | com Min. 

6,38 | 6,37 
7,06 | 7,04 
7,74 | 7,66 
7,89 | 7,80 
7,89 | 7,80 
8,03 | 7,95 
8,78 8,68 


- 


eem M/32) M/320 | 


° ” 


. 


tr GO 3 I Sr © bo 
Dale — Oh «) 


bo bo bo bo bo be bo 


@ =1 s1 +) ~1 +1 


1 
1 
1 
l 
l 
l 
1 


mI sd 3-9-9 41 


Enzym: dasselbe wie in Versuch 67 und 68, Temperatur 20°. 


Versuch 70. py-Optimum bei M/40 Harnstoff 
und 0,5 M Phosphat. 





macht 
raffindl Tabelle LXX. 

M/1 Reaks | | ,) 
s. hier Enzym | Phoss | H,O Harnstoffs tioas- Pu 


erden poat Harnstoff henna seit i 
ue on ros f 
om | com Min. vor | nach | Mitte 


sph tt. 


iT 


~ 


4cem M/16' M/40 : f ,19 || 6,37 | 
7,02 


~ 


. 
a, 2.0 
ed 


no ee +) 


ew 


Sr or 


ways 


1S oO 


@ 3-3-3151 
“1st ob 


oon co 

“ 

¢ 

vam, 

— on a 

© 3 +3 -1 +1 
-_< e 

Sr 


”” 


Enzym: frisch (20: 100, 2 Stunden). Temperatur 18,2°. 


Versuch 71. py-Optimum bei M/40 Harnstoff 
und 0,2 M Phosphat. 


Tabelle LXXI. 





Mil Reak» | yy 
Enzym | Phoss | H,O |} Hornstoffs | tions. a NH, 
phat Harnstoff konzen- a it Ntl, 


trat.on ” vor M l 
cem sem =| com Min. mg mg ' ne 


uw 


6,37 | 6,39 6,38 
7,02 7,06 
7,50 j ,O7 
7,59 ) 
7,66 

8.06 

8,74 


cr or 


2 4cemM/16 M/40 


cr cr 
bo bo bo bs bt bs 0 


oo 


wo Go Go Ge Go we 
PPRPRDRMHMH DW 
oro 


FH 1 +1 +) «1 «3 


Enzym: dasselbe wie in Versuch Temperatur 18,29. 
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Zu Versuch 67 bis 09. 
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Abb. 31. Py * Optimum bei Mj320 Harnstoff und 0,1, 0,2, 05M Phosphat. 
mg NH, Zu Versuch 70 bis 72. 
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Abb, 32. py,;*Optimum bei M/40 Harnstoff und 0,1, 0,2, 0,5 M Phosphat. 
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Abb. 33. Py * Optimum bei M/10 Harnstoff und 0,1, 0,2, 0,5 M Phosphat. 
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rsuch 72. py,-Optimum bei M/40 Harnstoff u. 0,1 M Phosphat. 
Tabelle LXXII. 


Reaks 
Harnstoff- _— Max. NH. 
Harnstoff konzen- pon NH 3 


tration : ‘ Mitte 
Min. mg mg | nach Mittel 





Pu 


i) 


cemM/16 M/40 { 


€ 


3 0,64 6,37 6 6,40 
3 
3 
3 
3 
3 


1,43 
1,76 
1,62 
’ P 1,20 
1 » 9» é 1,07 8,5 
Enzym: dasselbe wie in Versuch 70 und 71. Temperatur 18,2°. 


or 


bo bo bo bo bo bo 


or our 


oooh? oe oie oie oie 3) 
or 


a 


Versuch 73. py-Optimum bei M/10 Harnstoff u. 0,5 M Phosphat. 
Tabelle LXXITI. 





Mil ; Reak- M 
Phoss | H.O Harnstoffe tions. 1 NH, 
phat Harnstoff konzens aeit NHg 


com ccm hg Min. mg mg vor | nach | Mittel 
2 cem M /2 M/10 6 34,07 1,46 6,85 6,88 | 6,86 
6 34,07 1,70 7,02 7,05 | 7,04 


Pu 


on 


ny | 


” 99 ”° 


yt 


or 


6 34,07 2,02 7,60 7,70 7,65 
6 34,07 1,62 7,84 8,02 | 7,94 


Enzym: frisch (15:75, 1 Stunde). Temperatur 17°. 


E) ” 


) 
9 
) 


oO oS 
bo bo bo bo bo 


» 
"sien 6 | 34,07 1,89 7,20. 7,24, 7,21 


s ”° ” 


Versuch74. py-Optimum bei M/10 Harnstoffu. 0,2 M Phosphat. 
Tabelle LXXIV. 





| ' Paks 
H,O Harnstoff- Reak Max. NH, Pu 


Mil 
Enzym| Phos- tions. - 
—_ a Harnstoff konzens coir NHs 


ce tration ; Mi 
cael idean Min. mg me vor nach Mittel 
2cem M/2 M/10 6 34,07 2,16 6,85 6,95 6,90 
2 6 34,07 | 2,48'' 7,02 7,15! 7,08 

6 | 34,07 | 2,64 7,20 7,36 7,28 

6 34,07 2,71 7,40 7,62 7,51 

6 34,07 2,63 7,59 7,89 7,74 
Da 5y Ss m 6 | 34,07 | 2,31) 7,81 | 8,21 | 8,01 
Enzym: dasselbe wie in Versuch 73. Temperatur 17°. 


9 


norco 


i) 


Oo 


Versuch 75. p,-Optimum bei M/10 Harnstoffu. 0,1 M Phosphat. 
Tabelle LXXV. 





M/1 Reak: ; " 
Enzym) Phoss H,O f Harnstoff- tions: 9 NH, Pu 
phat Harnsto konzens | seit NH; 


ee tration | Min. _ me vor _ nach | Mittel 
6 2ceemM/2 = M/10 6 34,07 | 3,03. 6,85 7,15 
¢ | 2 6 34,07 | 3,06 7,02 | 7,34 
6 2 6 34,07 | 3,12 | 7,20 | 7,58 
6 | 2 6 34,07 | 3,08 7,40 7,88 
6 2 6 34,07 | 2,82, 7,58 8,18 
1 6 2 6 34,07 2,28 7,78 8,38 


Enzym: dasselbe wie in Versuch 73 und 74. Temperatur 17°. 


zs 


. 


@ ~1 +1 -1-1-) 
Oaow= 
2 


— 
oe 
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Versuch 76. py-Optimum bei 0,2M Harnstoff 
und 0,5M Phosphat. 


Tabelle LXXVI, 











M/1 Reaks ) 
Enzym Phoss H,O Harnstoff: | tions. Max. Pu 
“ phat P Harnstoff ye el zeit NH; ; 
ccm cem — cem Min. mg mg | Yor | nach cer 
l 4ccmM/2 0,2M 68,14 0,58 6,37 6,38 | 
l 4s 68,14 0,99 6,85 6,87 
] She (9 68,14 1,17 7,28 | 7,31 | 
l 3 68,14 1,17 7,40 | 7,43 l 
1 “4 68,14 1,19 7,40. 7,43 
l f : - 68,14 0,95 7,96 | 8,06 
1 5 - 2 68,14 0,47 8,93) 9,01 
Enzym: frisch (15: 75, 2 Stunden). Temperatur 19,7°. 
Versuch 77. py-Optimum bei 0,2M Harnstoff 
und 0,2 M Phosphat. 
Tabelle LXXVII. 
M/1 Reaks 
; ae Harnstoffs 4i35,,, . Max. ; 
Enzym pe H,O Harnstoff konzens _— NH, NH, En 
ecm ccm ccm — mg mg bed Mittel € 
3 4ccmM/2 | 02M) 3 | 68,14 | 0,94-| 6,37 | 6,39 
3 ” ” 0 3 68,14 1,44 6,85 6,90 
3 ”” ”” 0 3 68,14 1,64 7,28 | 7,35 
3 “7 ‘ 0 3 68,14 | 1,66 7,28 1,05 
3 a te 0 3 68,14 1,64 7,40 7,47 
3 eae 0, 3 68,14 | 1,28! 7,91 8,04 
3 1” op ),2 3 68,14 0,86 8,74 8,85 
Enzym: dasselbe wie in Versuch 76. Temperatur 19,7°. 
Versuch 78. py-Optimum bei 0,2 M Harnstoff 
und 0,1 M Phosphat. 
Tabelle LXXVIII. 
Reak: 
H,O Hurnstoff*| tions, = Max. | ni, E 


ccm | 


j 
| 
| 
| 


4 
4 
4 
+ 
4 
+ 


a 


°° 


9? 


? 


9? 


Harnstoff 


cem M/2 


konzen- 
tration 


0,2 M 
0,2 
0,2 
0,2 
0,2 
0,2 
0,2 


zeit 
Min. 


NHs 


my 


68,14 
68,14 
68,14 
68,14 
68,14 
68,14 
68,14 


Enzym: dasselbe wie in Versuch 76 und 77. 


mg 


1,39 
1,83 
1,86 
1,90 
1,87 
1,43 
1,17 


Temperatur 19,7°, 


6,37 
6,85 
7,28 
7,28 
7,40 
7,87 
8,58 


Mitte! 


6,45 
6,95 
7,41 
7,41 
7,55 
8,06 
8,79 
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Versuch 79. py-Optimum bei 0,8M Harnstoff 
und 0,5M Phosphat. 


Tabelle LX XIX. 





. Reaks 
0 Harnstoffs tionss Max. NH, 
He Harnstoff konzens — NH3 NH, 


tration 
ccm Min. mg mg 


zit 


4cem 2M 0,8 M : 272,54! 1,18) 6,69 
” oe ‘ GS ‘ 272,54) 1,34 || 7,02 
 wEanr 0,8 ,, : 272,54) 1,36 || 7,20 
ts 0,8 ,, : 1,40, 7,20 
oo . 0.8 ., < 272,54) 1,27 || 7,40 
ee es .. : 272,54) 1,23 || 7,75 
ee 0,8 ,, ; 272,54' 0,45 | 8,93 


or or Or Or Sr Or Gr 


Enzym: frisch (15: 75, 2 Stunden). Temperatur 20°. 


Tersuch 80. py-Optimum bei 0,8M Harnstoff 
und 0,2M Phosphat. 


Tabelle LXXX. 


Mittel 


6,70 
7,03 
7,21 
7,2) 
7,42 
7,80 
8,97 





Mj! | Reaks 
Enzym Phoss | HyO Harnstoff- shienad —_ NH, 
phat Harnstoff konzens peta NHg 


Mittel tration vor | : 
: ecm cem | ccm Min. mg or | nach 


Pu 


5 
vw 


3 | 4ccm 2M | 0,8M 
¢ 4 ’° 9° 0,8 9° 
; ” °° 0,8 9 

° 9° 0,8 9° 

9° ’° 0,8 be 

? 9 0,8 9? 

” ” 0,8 ,, 


6,39 
6,90 


7,35 


. 


. 
>) Bo | 


now 


bo bo DO DO DO bo dO 
J <] «1 -J «J ~) «] 
. 
ss 
oe te 
“152 DOO O+1 
€ 1a or 


i 


bo bo bo po bo bo bo 
ph he Pp Pp 


oon 
~ 
) 


. 


2 
2 
2 
2 
2 
2 
2 


~ 


Enzym: dasselbe wie in Versuch 79. Temperatur 20°. 


Versuch 81. py-Optimum bei 0,8M Harnstoff 
und 0,1M Phosphat. 


Tabelle LXX XI. 


Mittei 


6,74 
7,08 
7,27 
7,27 
7,48 
7,86 
8,84 





Mjl Reaks | yy. 
Enzym| Phos: | H2O Harnstoff: tionss Max. NH, 
phat Harnstoff konzcns seit NH; ‘ 
tration . vor | nach 
ecm ccm ccm Min. mg mg 


Pu 


1,95 
2.09 
2.02 
2,02 
1,97 
1.65 
1,09 


3,69 6,91 
02 | 7,26 
20 7,46 
20 7,46 
40 | 7,72 
71 ,13 


58 8,97 


4ceccm 2M _§ 0,8M 3 
i 0,8 ,, 3 
0,8 ,, 3 

0,8 ,, 3 
0,8 3 
0,8 ,, 3 

A! de 0,8 ,, 3 


. 
Sr St cr or 


on 


+! 


bo bo bo bo bo bo bo 
or 
_~_ Se ee 


bo bo bo DO bo be PO 


or 
o 4 


Enzym: dasselbe wie in Versuch 79 und 80. Temperatur 20°. 


15* 


Mittel 


6,80 
7,14 
7,33 
7,33 
7,56 
7,92 


8,78 











Zu Versuch 76 bis 78. 
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Abb. 34. pyy*Optimum bei 0,2 M Harnstoff und 0,1, 0,2, 0,5 M Phosphat 
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Abb. 35. Py, * Optimum bei 0,8M Harnstoff und 0,1, 0,2, 0,5 M Phosphat. 
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Py, * Optimum bei M/160 Harnstoff und E= 1, Py * Optimum bei M20 Harnstoff und E=1/y 
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Abb. 37. p;,;*Optimum bei M/40 Harnstoff und FE 
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Untersucht wurde also der EinfluB auf die Lage der p,,-Optima 
yon den Phosphatkonzentrationen 0,1, 0,2 und 0,5 M bei den Harn- 
sioffkonzentrationen M/320, M/40, M/10, 0,2 und 0,8 M. In den 
Abb. 31 bis 35 sind das mittlere p, der Reaktion als Abszissa, die 
entwickelte Ammoniakmenge als Ordinata eingesetzt. In keinem 
Falle erhielt ich Kurven, die mit den friiher gefundenen p,,-Optima 
unvereinbar waren. Die Tabelle auf 8. 220 tiber die Lage der p,,-Optima 
in ihrer Abhingigkeit von der Harnstoffkonzentration gilt also von 
der Phosphatkonzentration unabhingig. 


Kapitel XI. 
Einflu8 der Enzymkonzentration auf die Lage der p,,-Optima. 

77. Durch Verdiinnung einer frisch bereiteten Enzymlésung 
(Aktivitat H = 1) wurden die in den folgenden Versuchen angewandten 
Enzymlésungen hergestellt. 

Versuch 8la. p,-Optimum bei M/160 Harnstoff 
Enzymkonzentration !/,, und 0,2M Phosphat. 


Tabelle LX XXITa. « (Abb. 36.) 





Reaks Max. Pu 


»O Harnstoffs tions, } NH, 
el Harnstoff konzens yan NH, NHs 


tration ’ ’ \ 
ccm Min. mg mg nach Mittel 


0,47 7,50 7,5 
0,54 7,60 7,6 
0,56 7,68 7,7 


2cem M/32 M/160 f 
2 : 
0,54 | 7,77 ; 
0,50 7,86 


2 


bo DO DO bo bo 


2 

2 

2 2 
2 

2 


8 
o) 9 


bo bo bo bo bo 


Enzym: 10cem einer frischen Enzymlésung, aus 10g Sojabohnen- 
mehl + 100cem H,O durch Digerieren wahrend einer Stunde bereitet, 
wurde mit 80cem H,O vermischt. Aktivitait etwa '/,, der gewohnlichen 
Temperatur: 19°. 

Versuch 82. py-Optimum bei M/40 Harnstoff, 
Enzymkonzentration !/,;, und 2M Phosphat. 


Tabelle LXX XII. (Abb. 37.) 





Mil Reaks 
a, H.O Harnstoff- ca, Max. wry 
phat Bs Harnstoff konzens —geit NH 
trati . é N 
ecm ccm | ccm rs aa Min. mg mg Mittel 


Enzym 
(1: 10) 


i) 


1,25 2 : 7,25 
1,40 7 2 7,46 
1,44 7,60 7,68 
1,24 96 7,86 


1,03 J 8,10 


2 2cemM/8 M/40 30 
2 j 30 
30 
30 
30 


yt 


~ 


2 
9 


ee) eS) | 
bo bo bo 
bo bo bo bo bo 


Y 


2 
Enzym: 10cem einer frischen Enzymlésung (15: 7! Stunde) 
+ 90cem H,O. Temperatur 18°. 
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Versuch 83. p,-Optimum bei M/20 Harnstoff, 
Enzymkonzentration !/,, und 0,2 M Phosphat. 


Tabelle LXXXIII, (Abb. 38.) 























ee N ake Enzy 
Enzym) pals, | HO Harnstof| tions. | Max. | nH, sip 
{1 : 20) phat re Harnstoff konzen- ry NH; . (lie 
tration ; con 
ccm ccm cem | Min. mg mg — 
2 2ccmM/4 M/20 27 17,03 0,66 
2 2 : 17,03 0,68 , 
2 17,03 0,68 , 
2 17,03 0,66 , 
2 : . ; 17,03 0,67 
Enzym: dasselbe wie in Versuch 81. Temperatur 19°, 
Versuch 84. p,-Optimum bei M/10 Harnstoff, bei 
Enzymkonzentration '/,, und 0,2M Phosphat. ans 
Tabelle LXXXIV. (Abb. 39.) M! 
N sak Ge: 
Enzym Fall H.O | Harnstoff- eee Max, “s 
(1:10) phat 7 Harnstoff konzen- zeit NHs; = ant 
tration n 5 ! | 
com com ccm Min. mg mg kor 
' bis 
2 2ccm M/2 | M/10 30 | 34,07! 1,39 On 
2 Sow ow, a 30 | 34,07 | 1,44 f I 
2 fee as 30 = 34,07, 1,50 ml 
2 5 » abe i 30 | 34,07 | 1,60 j j ) En 
2 5 eee re eS 30 = 34,07 | 1,37 
‘ bi eies | it un 
Enzym: dasselbe wie in Versuch 82. Temperatur 18°. 
Zu Versuch 84. mg NM, Zu Versuch §5. 
T 1 eae: | 180 
mi 
ko 
Re 
de 
| ’ 
| W 
20-300 30 6 0 8070 G80 70 WO 50 60 ox 
A 
Abb. 39. Py sOptimum bei M{10 Harnstoff und EY. Abb. 40. P,, * Optimum bei 0,4 M Harastoff und3/ 
Versuch 85. py-Optimum bei 0,4M Harnstoff, 
Enzymkonzentration !/,, und 0,2M Phosphat. 
Tabelle LXXXV. (Abb. 40.) kn 
s a 
Harnstoff- — Max. 
Harnstoff konzens NH, . 


trati n it h | Mi | 
0 ‘ , . 
Mi ‘ vor nac. Mitte 


iT 


i) 


| | | | 
2ecm 2M | 04M — 30 (136,27 6,85 | 6,95 | 6,90 
y “ 0.4,, 30 | 136,27 7,12 | 7,24 | 7,18 
y ‘ G4 ., 30 136,27 7,28 | 7,40 | 7,34 
és 0,4,, 30 136,27 7,50 7,65 | 7,58 
a Sg 0,4 ,, 30 (136,27) 1,54 7,68 | 7,90 | 7,79 
Enzym: dasselbe wie in Versuch 82 und 84 Temperatur 18°. 


orc 


or 


} 


or 





=I -] ~J «J «J 


Mittel 


7,07 
7,25 
7,47 
7,68 


1,87 
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Versuch 86. py-Optimum bei 0,8M Harnstoff, 
Enzymkonzentration */,, und 0,2 M Phosphat. 
Tabelle LXXXVI. (Abb. 41.) 





Mil Re tks 
Enzym Phos» HO Harnstoff- tions. oer NH, 
(1:20) phat Harnstoff konzens seit N Fy 


tration . 
com com ccm Min. mg mg Mittel 


4ceccm 2M 0,8 M 27 (272,54 0,84 
0,3 ., 27 |272,54| 0,87 
0,8 ,, 27 |272,54| 0,87 
0,8 ,, 27 = | 272,54 0,82 
9 0,8 ,, 27 (272,54) 0,84 
Enzym: dasselbe wie in Versuch 8la und 83. Temperatur 19°. 


“Is}-3-1-) 
1-1-1 -1+) 
. . © 

w ocr 


moh — 
— 


Untersucht wurde die Lage der Py-Optima mg Wy 
bei den Enzymkonzentrationen 1/5) bzw. 1/1 E 
und den Harnstoffkonzentrationen M/160, %+-—+——— 
M/20, 0,8M baw. M/40, M/10, 04M in py] “T 
| | 
; 














Gegenwart von 0,2 M Phosphat. Keine Ver- 
iinderung in der Lage der p,,-Optima kann 
konstatiert werden. Die Kurven (Abb. 36 
bis 41) fiigen sich zwanglos nach den friiheren 
Optimalpunkten, deuten aber darauf hin, daB 
mit sinkender Enzymkonzentration die py - 
Empfindlichkeit des Enzyms abnimmt, wodurch die Optimalzone flacher 


und breiter wird. 


dorran 
t 


060 ~ 
700 0 2 30 0,79 
By 


Q70\}— 


+ 
| 
| 
+ 
| 
| 











Abb. 41. py, *Optimum bei 0,8 M 
Harnstoff und E © !fy. 


Kapitel XII. Einflu8 der Reaktionszeit auf die Lage der p,,-Optima. 

78. Weil es nur bei den allerschwichsten Harnstoffkonzentrationen 
méglich ist, die verschiedenen Reaktionsstadien bei einigermafen 
konstantem p, zu untersuchen, so habe ich fiir die Priifung, ob die 
Reaktionsprodukte, d. h. die Reaktionszeit einen EinfluB auf die Lage 
der p,-Optima ausiiben, die Harnstoffkonzentration M/160 gewahlt. 
Wegen der groBen Geschwindigkeit des Umsatzes muB auberdem 
auch die Enzymkonzentration klein sein. 

Versuch 87. py-Optimum bei M/160 Harnstoff, 
Enzymkonzentration !'/,, und Reaktionszeit 15 Minuten. 
Tabelle LXXXVII. 





me Mil  Reak- 
kanye sal H,O Harnstoff- ra ara || WN Pu 
qi: 10) phat ‘ Harnstoff ee zeit ‘ 
ratior . 
com com com ; Min. f mg = 


6 | 2cemM/32 M/160 0,15 6,37 | 6,39 
6 0,44 7,02 7,07 
6 0,63 7,40 5 
6 0,70 | 7,68 | 7,8! 
j 3 

yl 


bo bo 


6 0,68 
6 0,55 5 
6 9 99 0,35 5 | 9,15 


1: 10 com frischer Enzymlésung (15: 75, 2 Std. 90 com H,O. Temperatur 


bo bo bo 


— 


Enzy 
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Versuch 88. p,-Optimum bei M/160 Harnstoff, 
Enzymkonzentration 1/,, und Reaktionszeit 30 Minuten 


Tabelle LXXXVIII. 





Enzym MII Reak- 
* ) *hoss | HO Harnstoff- tines nr NH, 
(1 : 10) phat Harnstoff konzen-s ocit } ; 


tration i P he 
ccm com ccm Min. ‘ mg nach |! ho 
Real 
0,23 6,37 6,40 


0,82 7,02 ” 
1,19 7,40 7,60 7, bel 
1,23 7,68 : So forde 
1,17 || 7,68 


Pu weise 


2cem M/32 M/160) 30 
a Bee or) $9 30 
6 is : 30 

6 ‘. 30 

6 ‘- os 30 ’ 

6 he a 30 0,99 8,00 8.28 8 | gene 

1 6 ” ” ” 30 0,62 9,05 | 9,20 V1 iiber 
Enzym: dasselbe wie in Versuch 87. Temperatur 17,3°. tiscl 


bo bo bo bo bo be bo 


bo bo bo bo bo bo bo 


Versuch 89. py,-Optimum bei M/160 Harnstoff, dock 
Enzymkonzentrations '/,, und Reaktionszeit 45 Minuten. ziele 
Tabelle LXX XIX. des’ 

ratu 





— Mjl P Reaks 
Enzym) pits. | H,0 Harnstoff- ny sax. | NH, Pu 
(1:10) phat « Harnstoff konzens seit ; ‘ 


tration : vor nach 
ccm ccm ccm Min. mg : 


- 


l 6°14 
l 6 
l 6 
I 
l 
l 


eem M/32 M/160 2,13 | 0,34 || 6,37 | 6,41 
” 5 2,13 1,25 || 7,02 | 7,16 
1,66 7,40 | 7,66 
1,69 7,60) 7,99 
1,65. 7,68 8,08 
6 f 1,27 8,00 8,34 
1 6 9 E 3 0,87 9,05 | 9,25 


Enzym: dasselbe wie in Versuch 87 und 88. Temperatur 17,3°. 


jbo 


7,60 


6 
6 


bo bo bo bo bo bet 


4 


0 60 8 20 W 60 8 20° 40 60 80 300, 20 
4 
Abb, 42. Py, + Optimum bei M/160 Harnstoff und verschiedenen Reaktionszeiten. 
Aus der Abb. 42 ist ersichtlich, daB die Reaktionszeit — wenigsten 
bei kleinen Umsetzungen — wahrscheinlich keinen Einflu® auf di 
Lage der py,-Optima ausiibt. 





O33 -31-16 
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Kapitel XIII. Die Zeitgleichung der Ureasewirkung. 


79. Bei den im folgenden mitgeteiltea Versuchen wird sich er- 
a a 

weisen, daB die friiher von mir benutzte GréBe K = E , in eee keinen 
héheren Anspriichen an Konstanz geniigt: besonders ist sie von der 
Reaktionszeit in komplizierter Weise abhingig. Obgleich die Zeit fiir 
die Aufstellung einer endgiiltigen Gleichung fiir die Ureasewirkung 
bei weitem noch nicht gekommen ist — die Lésung dieses Problems 
fordert ja das Vorhandensein eines hochgereinigten Enzympraparats, 
genaue Kenntnisse iiber die Zwischenstufen der Umsetzung und 
iber etwaige Aktivatoren und Paralysatoren, wie auch exakte analy- 
tische Methoden zur Bestimmung der Zwischenprodukte —, so habe ich 
doch versucht, eine praktisch anwendbare Lésung des Problems zu er- 
zielen fiir den Fall, daB die Umsetzung bei dem der Anfangskonzentration 
des Harnstoffs entsprechenden py-Optimum und bei konstanter Tempe- 
ratur vorgeht. 

Die Variablen sind dann (in praktischer Hinsicht): 


. 


die Konzentration des Enzyms. 
Harnstoffs. 

der Reaktionsprodukte (als NH, be- 
stimmt und zusammengefabt). 
Wasserstoffionen im Optimalpunkt. 


. 


Phosphatkonzentration. 
Reaktionszeit. 


” 
. * vy. ° . 

Durch gewisse Uberlegungen, deren Wiedergabe fiir die nach- 
stehende Darstellung belangles ist, und die ich deshalb iibergehe'), bin 
ich zur folgenden Differentialgleichung gelangt: 

alee . du = ot gap a F . €h 

Ky-— + Ky+— + Ka-— + Ky: + K,-—=- = 90, 
I) u x“ h 

1) Hier nur im kurzen: wenn der Zusammenhang zwischen den 
Variabeln x, y, ...z eines Systems durch eine Gleichung: 

Fe es 33; 8) Const. 


’ 
ausgedriickt werden kann, so gilt: 
UF - UP 
Jz '**F 4 ret pie Rabie rs” | ich 
oder, wenn 
OF Kz SF Ky 
Ox x’ dy y a, 
gesetzt werden: 
" d x a d i 
Kz . K y° y 
rv . y Z 


wo Kz, Ky, ..., Kz Funktionen einer oder mehrerer der beteiligten 
Variabeln, aber auch Konstanten sein kénnen. 
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wo Kp, K,, Kz, K;, Ky und K, Funktionen einer oder mehrerer ({«; Ver 
beteiligten Variablen, aber auch Konstanten sein kénnen. Die 


suche ergeben, dali letzteres (praktisch genommen) bei Ky, K,, A 
K, und K,, zutrifft. K; dagegen reprisentiert eine nichst hélicie ‘ 
Stufe und ist gleich K;./ zu setzen, wo K7 eine Konstante ist. |)jy | 2 
Integration liefert: - 


Kyln E+ K,nu+ Kzlnx+ Kilnt + K7-f+ Kialnh=C. 


Reih 


Empirisch habe ich gefunden, daB das letzte Glied K,.Inh erst 
in Funktion tritt, wenn h << 10-74. Aus rechnerischen Griinden Alt] 
habe ich daher ein Glied K, ln hj, woh, = 10-748, aus der Integra- 
tionskonstante C herausgenommen. Nach Ubergang zu Briggschen | 
Logarithmen, wobei 2.3 K/ mit Ky, zu ersetzen ist, wird erhalten: Temy 


Ky, mE + K,lnu+ Keln x + K, Int + Ky-f + Kiln h/hy = C,, 


worin das Glied K;, ln h/hy nur eintritt, wenn h < ho. 
Diese Gleichung ist vorliufig als rein empirisch zu betrachten 
In den inneren Mechanismus der Ureasewirkung gibt sie keinen Ein- 
blick. Sie verfolgt nur das praktische Ziel, dem Experimentator eine 
Méglichkeit zu geben, aus den durch Folins Methode erhaltenen 
Ammoniakmengen die Enzymaktivitaét zu berechnen und in dieser 
Weise Vergleichungen zwischen zwei Fillen zu erméglichen, auch 
wenn die iuBeren Umstiinde — Reaktionszeit, Harnstoffkonzentration 
und Puffermenge — verschieden gewahlt waren. 
Es gilt jetzt, die Konstante zu finden und sie konstant zu finden. 
Dabei ist es vorteilhaft, die Gleichungen fiir zwei Faille in folgender wna 
Formel zusammenzufassen : ih 





7 


Kyln =? + Kyln “24 Kzln™? + Kyln 2 + Kyl — f,) + Kain 2 = 0. 
E, Uy Ly ty hy 


Kapitel XIV. 
Einflu8 der Reaktionsprodukte. Bestimmung von K,. 


bal 
une 
80. Verfolgen wir die Reaktion bei sehr groBer Harnstoffkonzen- 
tration, gleicher Enzym- und Phosphatmenge, bei p,-Optimum, so 
gilt fiir das Anfangsstadium: 
E, = BE, uy = vy fo = fy hy = Ay. 


Die Gleichung wird somit: 


t 
K,In “2 + K,In2 = 0. 
vy ty 


Zur Bestimmung von K, bekommen wir also die Formel: 
z 


K, 


eee Inz,—Inzy 
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Versuch 90. Anfangsgeschwindigkeit bei 0,8 M Harnstoff, 
der Enzymkonzentration 1/2 und 0,1M Phosphat. 


Tabelle XC. 





< 
= 
_ 


Mz 
2 H,O Harnstoff Harnstoff- Mes. | sass, PH 


konzens ™ 


M|I 
Phosphat 


tionszcit 


tration 
com ¢em, com ccm Min. mg nach Mittel 


2cem4M 08M 272,54! 1,24 7,20 7,36) 7,28 || 52,8 | 33,8 
7 A, 6 2, 4 | 08,, | 6 272,54) 226 7,20 7,48) 7,34 | 48,1 | 33,4 
"unden A, 6 2 08 ,, 9 272,54 3,26 7,20 7,60 7,40 464 34,6 
itevra- 33,9 
gschen 


h A, 6 


erst 


Enzym: frisch (15: 75, 2 Stunden) zum zweifachen Volumen verdiinnt. 
alten: Temperatur 19°, 


Y 
C;. Es berechnet sich: 
K, i. 
aus A, A,: — = = 1,155 
kK; 
| Kin- A, Az: a 1,107 
r eine - Ay Ae: io 1,137 
tenen 


chten 


dieser 


‘ kK 
Mittel: — —= 1,133 
K; 
auch 
ation Kapitel XV. 
Einflu8 der Enzymkonzentration. Bestimmung von K;. 
nden. 81. In den Versuchen 91 und 92 wird Z zwischen den Grenzen 1 : 20 
onder variiert, die Zeit umgekehrt proportional der Enzymmenge gewihlt, 
j,h und u bei den verglichenen Reihen dieselben. Die Gleichung wird: 
a E. core” 4 t. 
Kyln S 1,133 Kiln : + Kyln ~ = @; 
E, xy t 
Sieht man die Tabellen durch, so findet man, daB 2, bald gréBer, 
hald kleiner, bisweilen gleich 2x, ausfallt. Ich setze deshalb x, = x 
und erhalte: 
zen- oe | a 
a Kyln— + K,ln? = 
, Ey ty 


K, _InE, —Ink, 


Kr, Int, — Int, 


Nun ist hier stets: 


Folglich wird: 
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Kapiiel XVI. Einflu8 der Harnstoffkonzentration. Bestimmung von K,,. 

82. Eine direkte Bestimmung von K, durch Verfolgung der ganzen 
Reaktion bei einer kleinen Harnstoffkonzentration erwies sich als 
veniger zuverlaBlich, teils wegen der Unméglichkeit, p,, konstant zu 
halten, und der damit zusammenhingenden GréBe der Versuchsfehler, 
teils wegen der Kleinheit der zu bewertenden Zahlen. Doch brachten 
mir solehe Versuche die Uberzeugung bei, daB K,, sehr klein sein muB. 

Ich bin deshalb einen anderen Weg gegangen. Versucht man, 
ais den Anfangsgeschwindigkeiten bei verschiedenen héheren Harn- 
stoffkonzentrationen K,, zu bestimmen, so erhilt man bei bestimmter 
Phosphatkonzentration freilich ziemlich konstante Werte an K,,, aber 
Kk, zeigt einen deutlichen Gang abwiarts mit der Phosphatmenge, mit 
anderen Worten: K,, sinkt, wenn f sinkt. Ich mute mich also von 
dem EinfluB der Phosphatkonzentration befreien. 


lemperatur 


ta 
benuts 


b 


Versuch 93. Anfangsgeschwindigkeit bei 0,2, 0,8, 16M Harn- 
stoff und den Phosphatkonzentrationen 0,1, 0,2, 0,5 M. 
Tabelle XCIII. 


\ 


ist imuner 





Harnstoff- | “s 
Harnstoff | konzens 
tration 


Max. eae | Pu IK x 
NH, ed f 0 


Re 


‘ tionszeit 


ime 
vor | nach Mittel mg 


Enzym 
3 Phosphat 


mg mg 


cS 
5 
o 
6 


nygen 


— 


2M 68,14 1,95 7,28 7,55 7,42 |0,597 2,217 
68,14 1,70 55 7,48 |0,528 2,197 
68,14 1,18 7,40 7,43 7,42 0,547 2,241 

0,557 2,23 
272,54 2,16 46 | 7,33 |0,499/2,395 
272,54) 1,95 34 7.27 0.418 2.369 
272,54 1, 31| 7,30 0,437 2,425 

0,452 2,395 


545,08 2,28 (> ,25 0,387 2,487 
545,08 2,08 ; ,20 0,357 2,471 
545,08 1,63 7,3 ‘ ,22 0,365 2,493 

0,370 2,484 


” 


on 


sleichu 


£ 


» Ver 


1 ( 


A 


der urspriinglichen Enzy 


de 


Enzym: frisch (20: 100, 2 Stunden). Temperatur 17,5°. 
Fiir jede der Reihen A, B und C gilt: 
. U - x > 
K,in— + K,ln— + K;. (f/f, —f,) = 9. 
x 


u 
1 1 
Die Differenz zwischen wu, und uw, ist hier so klein, daB sie sich 
nicht bei der Berechnung geltend macht, weil K,, sehr klein ist. Die 
Gleichung vereinfacht sich zu: K,ln x,/x, + K;(f,—f,) = 0 und die 
Formel zur Berechnung von Ky wird: 
K; _ nz, —Inax, 


Kz fe—h 
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Unter A;/K, sind in der Tabelle die Werte angegeben, die i 
Ordnung 0,1: 0,2, 0,2: 0,5, 0,1:0,5M Phosphat berechnet sind 

In der Besitzung der Werte K,/K, kann man 2p, d. h. die Ajzahj 
Milligramm NHg, die sich ergeben sollte, wenn die Phosphatkonze». 
tration Null wire, aus derselben Formel berechnen, in folgender \\ cise 
geschrieben: Ina = Ina + K,/K,-f. Sie sind in der letzten Kolonne 
der Tabelle XCIII angegeben und zeigen eine gute Ubereinstimmiung 

Die Mittelwerte von x, fiir jede Hauptreihe nebst den zugehirigey 
Werten an wu sind in der folgenden Tabelle zusammengestellt. 


Tabelle XCIIIa. 





ky 


Harnstoff- Max. ay 
Phosphats PH Lo . 


konzen- NH; 
tration mg konzentration 


0,2 M 68,14 Optimal | 2,230 | 65,91) aus A:B 0,0545 
0,8 ,, 272,54 se 2,395 |270,14) ,, B:C 0,0530 
16 ,, (545,08 e 2,484 (542.60 ,, A:B 0.0536 
Mittel: 0.0537 
— K,/Kz ist aus der Formel berechnet: 
oc ae P Xp): 
K, ln + K,ln (Tole = 0, 
my (%q)4 
Ky __ In(xo), — In(x9), 
Kz Inu, — Inu, 
Es wurde also gefunden: K, = —0,0537. Kz. 
Aber K, = —1,133 Ky. Folglich K, = 0,061. Kg. 
Dieser Wert wird im folgenden benutzt. 


Kapitel XVII. 
Einflu8 der Phosphatkonzentration. Bestimmung von K;. 
83. Nunmehr, wenn K,/Ky bekannt ist, kénnen wir K,/K , fiir 
alle Harnstoffkonzentrationen bestimmen. Die Formel ist: 


E oe 
Kgln—* + K,ln-? + Kn 2 + Kiln 4+ Ky. (f,—},) = 0. 
by u, zx t 


1 1 
In den folgenden Versuchen ist stets 2, = Ey, tz =t,. Erinnern 


wir uns, daB 


i K 
= 0,061, 1,133, 
Kr Kr 


so wird u 
we c 0,061 In — + 1,133 In 71 
Ky ss Uy - 


es | PtP 


Zuerst galt es indessen, die Frage abzumachen, ob die Phosphat- 


inaktivierung ein statisches oder zeitliches Phinomen sei. 





H 


) 


Milt 








Lf. 


Studien tiber Urease. 








‘4810s Sunyosturyoinq eyeuyos my uew uM 
‘q][JoISUIo UBJUOWIOU YoIs sep “QYyOIMeDYoIeTY) SoyosyeIs Ule OsTe yYyosiioy yeydsoyg pun wAzUy UstOsIMzZ “UdzIoz 
-sSun[puvyeg UszIny leq SUayssIUAM ‘g*NUI UspIOM YUTOUIOA “ZoTOIYPSIOA 4loZ Jop yu swAzUy sop Sunsolayyeuy 
auapnsesI0AI0y yeydsoyg sep Yyounp orp qo ‘eBerg ouspiomosyne orp gep ‘uew yopury os “('gq pun 'y ut “gq *z) UesuoU 
-YRIUOWUY Us}[eyoLMjUe stp uOTeajUezUOyyeYydsoyg puN -wWAZUG JoYyore[s yu Usqoig Usp UT URW 4YoTo[s10 A 





‘qzjese3nz uvuoJUIy UIAZUT Sep oOs[e “qayNjoBsne opoyeyT uotyorTUyOMeS sop yur uepinm uUogorg uoeslIqn oId 
‘uUsooIqesqe oslo, UsYyoTTUyYOMES JOp Ul UOIZYReY SIP uUoJNUTPF, g Aaopo Eg UstOJIOM YORU puN 4YyoRIqes 
-UleUIY JJOISUIVFT Jop opanm uoynuT, OF YOUN °3zJoses yeydsoyg pun JosseAy UOA BZunyosty Ususqesesue Jop nz wiAzUG 
ulod T 3YyUNd4z1Ie7 Us}UIUITZSeq UleUTe nz opanm yy *qsiq'qg "yD “ysiq'y uy ‘bunsynfenp ‘gt anjesodwiay, ‘quuNps0A Yyory 
-yuny 7 “a “9 “9 ut ‘guunpsoaun ®g stq 'g “q siq'qg “gq sq 'g “y siq 'y ur ‘(uepungg Z ‘OOT :0Z) YOstay : WAZUG 


L836 8 L : to 0 
L’8% 8EL ro 0 


vont 


aN Y 


I 

I 

I 

= 6 9€ CEL LET I 
1¢9 0 c EF CPL . COZ I 
6L¢ 0 “¢ 0€ L . CS I I 
66°90 Os I 
si¢co ; 00% I 
GF O - I 
I 

I 

I 

I 

I 

I 

I 


4 


nm NY 





~ 


= 


2 e 


| ll ad 


Rt~ 
ell oll Soil boll ell oe on 


OF'o 
c6'0 
€E'T 
os'T 


a 


mA ANU 


+7 -_—— 


FLOO 
€9¢0 
6090 
9¢9'°0 
1#9 0 
ZOL0 


t~ 

© 
S 2 
DO 


“* 


°. 
SS 
er & 


mire 


Peer err ere 


H+ 


aorr 


0€ rs 


I 
I 
I 
I 
I 
I 
I 
I 
I 
if 
I 
I 
I 
I 
I 
0€ Os'IN | S/W U9 I 


Oi — Oe 


oor 


Liq woo 


> 
Bor) 
WO 


“UW “UIW ‘ wi99 
uonel} 

yIazsuoy ay su9ZU0¥ yorsuieyy d aeqd 
-yvoy zop ait *WO}suIEpy O°H ae 


xo 
-) 
s 
= 


wAzugq 


~ 








g 
eho igen 
5 
/) 
51) 


5] 
~9 
a) 





ov 





\ else 


tko ZeN 
er 
Kol mne 


\ 


C 0.0 
mnem 
sph it- 


~~ 


k 
ky 
B 0.0 


mmun 





e 





de ee | =" r bai ee ae ee” 





<P pUERE Pe ERCP SE rere CHEER CEP ERG eer 


Q pun g ul ‘ot, YW ur anjesodwoy, ) pun gq degne ‘avquote| 
AIPUBI uo pull JAY NJoSsne 3], UWUSpelosierA UB PUls UsYley VIC] ‘(Uepunyy fF ‘OOL >0Z) Yostay >WwWAZUG 


090 
€£69°0 
1Z9'0 
692°0 
O19 0 
co¢o 


1190 
€L_¢o0 
9€L'0 
€L9°0 
969°0 
F090 


+60 9%'F € e 3 
FET 9% F € ” G 
os'T 9% F € 9 
6FO 9% z 
0L‘0 92 F ¢ 
6L°0 9% F 9 
0c‘o 90°F 

oL‘0 9% F 
¢s‘0 97 F 
It 9% 
89'I 9% F 
68 I 9B F 08! IN 91 W W909 Z 


~~~ 


roo Wr 
oor ror 
lll Soll Sd 
NAN 


G 


~ 
ati’ 


ti 


~ ees 
a] 


NO eNO HNO 


DO mx 
orm 
ANN 


A 


rr 
© 
ttc 


~t! ct 


~mr-re 
DOt- 
cae 


I 
I 
I 
I 
I 
I 
I 
I 
I 
I 
I 
I 


aN 
a nS) 


Ziq uloo 


19331Ww ! Su Sur ulW iethintenenee - wio5 
j ere SHIN yW9z -Hoysuseyy 1 Hoysuivyy yeydsoug wAzuy 
M HN WNUITXPW = *SUOT}YBIY UW 


Ty 





IAOX 2PWML 
0Z/T pun Z/T ‘I/T UsuoIgeaqyuozuoywWAZzUuy Uep pun 
JyoPSuavyY O8/W leq uolqZRaguezuOoyyeYydsoyg Jop gnyiyuig “96 YONsIOA 


‘oS°LI angesodwmoy, (uopungg Zz ‘O01 :0Z) Yostay :uAzUG 
€ | “6 sé “é € | 


} 


€ OSTIN | 9T/W Uo T 


009'0 ll ¢s‘o 
1¢¢°0 3 | PIT 
cos‘0 $s'T 


OD OD OD 
a ) 
ANN 


Sur Bu “UIW | wornes3 it wi99 


TC | "HN WIZ «092004 yoysuisyy | . 
/y “HN “XBW ssuolyeay | *HO3sUIey] ee 


ay 
be wAzuyq 





“AOX MPUWML 
‘{/[ UoOlgViguUeZUOYUAZUY Jop pun jJyozsuseH OOT/W 1eq uUolgVsguezuOyyeYydsoyg Joep gnijulgq ‘eg Yonsi9 A 








ic 4 
¥ l 
/¥ 
“oS LI O Ul “oZ‘6I Gf Ul ‘oLI V Ul anyesodurg J, 
‘qguunpseaun ‘Yyostay (UepuNyg Z ‘OOT +0) O Ur ‘quUNpIeA Yousog “gq UI 
‘youyromz ‘gy ur ‘yostuy (uopungg Z% ‘CL: eI) @ UL ‘yuUNpJeAUN ‘478 UepUNnyg 2 (epuNyg T “EL :@[) YW ut :urdzuq 


‘Teqysoweg yy 4st UOTVeIQUIZUOYWAZUY Jop yw WW Bunqorosi9A OUT 


969.0 | sez || es go'L ort | Lor tee oe 
629°0 €°es FS°L Z9'T LO FE ; if 
S¢9'0 COP LL ¢8'1 LO FE € I 
z29'°0 0% 990 | LOE of I 
L290 ¢‘ce Z8'0 LOPE Og I 
6090 £60 | LOE I 
1z90 190 LOE ; Zz I 
1 
I 
I 
I 
1 


ss 


‘e) 


—A—] 
HH 


Ve E elior) 
eee 
~ee 


g 


i 


a | 


~-ree 


IT. 
Orn 
nl 
ooo 


€8¢'0 L8'0 LO FE z ‘a 


PEL‘O OL | LO'KE z 
2990 ZOS LOE z c 
LI¢’0 IL‘% LOFES z jz 
169°0 Z1‘s LO'FE OounW ZW UW199% I 


~~re 


tr 


rere 


¢ 
¥ 
g 
PL 
PL 
OL 
P 
¥ 
¥ 


Ot Ot 
©ooa 
iS H+ 
Aa) 
HHS BAS 


~rr 


= 
— 


V 


a a es 


wee 


lq u19090 


ano 
eco 
Nt? 


16 


So == 10 
oD 6 


f ’ Sur su “UulW acnvumenes wI99 wi99 
ay ee oN yor spepouites 4 yoysureyy oH wydsoqg wAzuy 
HN wWINUIIXvp | -suOTyvay UW 


a 


4y 


¢. 





‘TITAOX 99OL 
0Z/I pun Z/T ‘[/T wouot4vaqguezuoyWAzUuy uep pun 
jyyOpsuIeY OL/W teq UoT4VAjgUEzZUOyyeYydsoyg Joep gni[JuIq “gg Yonsi9A 


Studien tiber Urease. 


“9S°LT anjeiodwiey, “guunpazoaun (uepungg Zz ‘O01 :0Z) Yost :wAzuy 


ooh os‘s COLT ee pee g g 


BSL og L | 80LT € Bs Bae 9 ra 
co’L | OFL €0°LI | OCW G/W Ut09 T | L if 
PuIW 20a Su “ulW u01} 813 wo9 ™s5 wI99 


SHON woz -u9ZU0¥ yoysurvyy ‘ yeqdsoyg 
WINUNXBy | *suOCIpyYROy | *HOWSUIBLY O*H Uw 


Biochemische Zeitschrift Bind 13 


wAzuq 








<P PURE pertae> CEUN CEPR CQ eae PERE 





M 
CLT Cd Ul ‘9Z‘61 O pun g u ‘oLL VW Ul anjqesodut) | 
UVdSB TL UBUYPVIYOSIeA uv puts Us loy viq 


J) pun gq doegne AVGYVILI[HdIAN 
‘(uepungy % “OOL : OZ) Yostay :WwAZUGy 


JOpUBUIopIUL yoru pull JA nyosstre 


C090 Q2Z CF ah 4 Bry car ten or'*x aa 4a 





[cro 
CEO 
LE¥‘O 
80¢'0 
90F'0 


day 


iy 


Tek 
LoL 
SEL OF L 


Putpy youu 


Hd 


OZ L OFT 
VOGEL cs 
OGL COG 
9E°T 
98° 


COG 


OGL 
OZ L 
OZ L 
IOA pu 


"HN 


FO SELS 
FOGLE 
FO TLET 
FO CLE 

OGLS 
FE TLS 


sur 


“HN 
UINUWIIX® 


“ul 
y9z 


PDP L 


sw 
80 
80 
80 
80 
80 


uoryesy 
-udZU0¥ 


eSUOTLYBIY | -HOysuIBp] 


f 
¥ 
F 
¥ } I 
aie I 
@ W109 & ¥ Vq upot 
ws99 wos 
yeqdsoyg 
WW 


HOysulvpy wAzuy 


O*H 





8690 
oL¢eo 
LLOO 
F9C 0 
Lego 
LLOO 
99¢°0 
I¢c¢c'o0 
ZI19 0 


aq N 
Jy 


€ SS 
LOE 
OCF 
€ SS 
LG&E 
OF 
OSS 
€¢E 
0 OF 


CPL 
SPL 
GPL 


SPL 


dl Sad Saad 


anon 


Reco tatee: 


HHH 09 4 


—it- O1 


‘0z/T pun 


OF L 
OF L 
82 L 
OF L 
8Z L 
82 L 
OF L 
OF L 
82 L 


SII 
OL tT 
c6 1 
61 T 
99'T 
06 T 
LT 1 
FO T 
98 T 
IOA fw 


®HN 


F1‘89 
F189 
F1‘89 
F1'89 
F1‘89 
F1‘89 


FI's9 
F189 
#1‘89 


Sur 
“HN 


UINTUIXBW 


‘O 9P9DL 
z/T ‘1/T UouoTyearquezuOyWwAZUY 
uop pun jJyoysuaeyY WSO t9q UOTZeIQUaZUOyWwYdsoyg sop gnijutg 


g 


“ulW 
W19z 
sSUOT}YBIY 


| 


‘qayNyjoBsne osvy, uo1spue Woute ue gq ‘esey, usqjos ure puts *y pun ty 


« 2% 
Z0 
Z0 


UOT} BI} UIZUOY 
+ JJO}SUIBPY 


‘OOT YOnsI9 A 


“oO°LT Gf Ul ‘ol ‘61 YW Ul anqesodutgy, 
‘(uepungg Z ‘GL: ¢]) Yostuy swAzun 


lé 


¥ 
5 
¥ 
7 
¥ 
P 
¥ 
P 


et et et et 


WV Utoo 


uis9 my 
yeydsoyg 
UW 


uss 


jpoysuleyy ayloy 


O*H wkzuy 





‘OI 927°QO,L 
‘JJoIsuaey, PW Z‘O 19q uot4eajyuezuoyyeydsoyg JOp _gnijuig ‘66 


YoOnsiad 








‘CLT angesodwiey, ‘yuunpszoAun ‘(uepunig Z ‘OOT ?0Z) Yostay :urAzuny 


OIF 0 ; ; €9 1 80°CFS ~” ae i ae _ 
OOF 0 y 80% 80 CFS ae % ee € 
Ist 0 , 3 863 80 SS IN 9T Wh Ud0 F ¥ 


su su ‘ulW uId9 wos w99 


Pie worjel}UaZU0¥ oysuie . sudso 
/y . “HN enangny [ aR.» *HOoysuleyy — ere i?" “es 
I IXBW TERI | LW 


Ay 
wAzuy 





‘TO 9990, 
‘JJOIsSuUIVT WOT 19q UoTZBAQUOEZUOyyeYydsoyg A9p JYNI[JUIM “TOT Yonsi9A 


LI, 


ay 
/¥ 
“9@°LT anqgeaodwioy, ‘guunpaoaun ‘(uepungg Z ‘SOOT *0Z) Yostay :uAzug “9 


2‘6T anqeaoduiay, “quunpasoa youygz ‘'g UT oLM oqjossep :uiAzuy “gq z'6. anjesodwoay, ‘yuuNpIeA YoRyIoOMz 
(uepunig Zz ‘eL:e7) yostay swiAzugy “g ‘0c anjgesodwey, “yuunpsoAuN (Uspunyg Z ‘GL: G1) Yostay :wAzugD “VY 


‘quoi Jorg yYOne ITM Uopuly uoTRaquezuOyWAZUGy Joep yu Ul Sunqorposso A oury 


66F0 LOE OF L Té-L 8é L FOGLE ¢ i i 2 of 

CLEO | 6 OF LOL FEL OZ L FO SLE 80 = 
sco OF €EL OF L OZ L FO SGLZ 80 

9LFO 90F TZ 4 él OZ L FOGLE i 80 

LOGO OIF GL LOL OZ L FO'ZLS 80 

PSE O CF LoL oS oa A OZ L FO CLE 80 

[sco 882% IZ L GL OZ L FSZLZ 80 

LOFO 9OF ZL LOL OZ L FO TLS 80 

2c60 F9P || LOL FEL OSL FO SLE 80 


Studien iiber Urease. 
er Bo) 


lanl 


I 
I 
I 
I 
I 
I 
I 
Lf 
I 


MAO ae NN 


ad U1090 


PuIWw qovu IOA pul ‘UlIW uoy wy wi93 


SHIN 3192 -udzZu0y yoysuseyy yeydsoug wAzuy 
v He i WNUIXtW  *SUORyROy = «poysurypy Uw 


Ay 





NZAPOS ILO) a VIPQVDL 


cro 
U OG 


S&F O Set 





St. Lovgren: 


s . . . . k 
Der Ubersichtlichkeit wegen stelle ich alle an — —! erhaltene 


cE 


Werte in Tabelle Cla zusammen. 


Tabelle Cla. 





Versuch 95 
Enzym Fil 


( (0,805) 


M/160 Harnstoff .- t 0,531 


0,600 | 


Mittel. . . | 0,566 





Versuch 94 
Enzym El 


{, 0,702 
4) 0,641 
|) 0,656 
0,666 


M/80 Harnstoff 


Mittel. . . 


Ss) Bo ee 
E}l E/2 E/2 
0,609 


0,563 
0,574 


0,582 


0,621 
0,593 
0,600 


0,605 


0,604 
0,696 
0,673 
0,658 | 


(0,736) 
0,573 
0,611 


0,592 


(0,505 
0.610 
0.569 


0,590 





Versuch g 97 
Enzym E/\ 
{ (0,780) 
: 0,641 
| 0.676 
0,659 


M/20 Harnstoff 


Mittel 





Versuch 98 
Enzym E/1 


{ (0,697) 
0,517 
0,562 


0,540 


M/10 Harnst-ff 


Mittel < i 


08 i 98 | ; 08 
E/1 | E/2 E/20 
(0,734) | 0,609 | 
0,629 | 0,583 , 0,627 
0636 0.621 | 0.622 


0,640 | 0,602 0,619 | 


7 


0,655 





Versuch — | 99 
Enzym || £/l 


0,612 
0,551 


0.2M Harnstoff -- - | 
0,566 


j 
| 


(0,677) 0,677 


0,537 | 0,572 
0,564 | 0,598 | 





Mittel. . . || 0,576 


0,551 | 0,585 





Versuch | 94 
Enzym E/1 


( 0,518 


0,599 
0,579 


0,589 


0.4M Harnstoff . .- ") 


Mittel . 


(0,651) 





08 


16 


gr 


(0,505 
O.610 
0,569 
0.590 


—— 
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Tabelle Cla. (Fortsetzung). 





Versuch 100 100 100 100 100 
Enzym El E/1 E/1 E/2 E/20 


| (0,406) 0,433 | (0,580) (0,922) (0,384) 
0508 0,457 0.475 | 0,467 | 0.507 
0.487 0451 0499 | 0581 | 0,476 


Mittel. . . 0,498 | 0,447 0487 0,524 0,492 


0.8 M Harnstoff 





Versuch 101 
Enzym E/1 


(0,451) 
16M Harnstoff -.- - 0,400 
0,410 


“Mittel. . . | 0,405 


Die Werte an — = sind in der Ordnung 0,1: 0,2, 0,2:0,5 und 
E 

0,1:0,5M Phosphat berechnet und angegeben. Der erste Wert, 
der also aus den Phosphatkonzentrationen 0,1 und 0,2 M erhalten 
ist, fallt in 12 der 22 Fille auBerhalb des Gebietes der zwei folgenden. 
In der Tabelle Clb bedeutet +, da®B der erste Wert um mehr als 10%, 
groBer, —, daB er um mehr als 10° kleiner als das Mittel der zwei 
iibrigen ist, und 0, daB er innerhalb 10°, mit dem Mittel der anderen 
iibereinstimmt. 


Tabelle Clb. 





M!80 Harnstoff 
0,8 M Harnstoff 


Es verhialt sich also nicht so, daB bei kleineren Harnstoffkonzen- 
trationen der erste Wert stets gréBer, und bei gréBeren stets kleiner 
als die beiden anderen ist, sondern er ist bald gréBer, bald kleiner. 
Es ist also deutlich, daB hier ein Versuchsfehler sein Spiel gehabt hat: 
Die Ursache ist, daf ich — um Zeit zu sparen — die Phosphatmengen 
nicht mit der Pipette, sondern mit einem MeBréhrchen auf 5 ccm 
abgemessen habe. Die praktische Folgerung ist, daB man auf das 
Abmessen der Phosphatmenge eine viel gréBere Sorgfalt verwenden 
soll, als z. B. auf das Abmessen der Harnstoffmenge, die eine sehr 
kleine Rolle spielt. 

Die Mittelwerte auf — = fiir die benutzten Harnstoffkonzen- 

E 
trationen findet man in Tabelle Cle. 











St. Lévgren: 


Tabelle CIc. 





Harnastoff- 
konzentration 


M160 M|80 M/20 MjiO | 02M | 04M | 08M 
K, 
Kp 


Mittel . . 3 0,600 0.490 0.405 


0,566 | 0,615 | 0,659 | 0,600 0571 0589 0,490 6.40; 


? 





Die ersten Werte sammeln sich um die Zahl 0,6, die als Mitt 
wert fiir M/160 bis 0,4 M Harnstoff angegeben werden kann. Fiir <i 
beiden héchsten Harnstoffkonzentrationen wird sie ein wenig kleine 


Kr 
‘ E 


Im folgenden werden fiir — die bei ,,Mittel angegebene 
Zahlen verwendet. 


Anmerkung: Der Gang der Konstante steht offenbar mit 


Zusammensetzung und den _ Dissoziationsverhiltnissen der Puffer. 


K 


mischungen in Zusammenhang. Obgleich bessere Konstanz am R 
¢ 


erhalten wird, wenn anstatt f der dissoziierte Anteil « . f bei der Berechnung 


angewandt wird, wo « — nach Leitfaihigkeitsmessungen zu _ urteilen 
gleich 0,70 bzw. 0,60 und 0,50 fiir 0,1 bzw. 0,2 und 0,5M Phosphat z 
setzen ist, so habe ich doch in Anbetracht der Unsicherheit dieser Zahle1 
von deren Anwendung abgesehen. 


Kapitel XVIII. 
Einflu8 der Lage des p,,-Optimums. Bestimmung von K,,. 


84. Das Glied K,In : tritt, wie friiher erwaihnt, erst in di 
0 

Gleichung ein, wenn h << hy. Es spielt bei meinen hier mitgeteilte: 
Versuchen keine gréBere Rolle, trigt aber dem Umstand Rechnung 
daB q (siehe hieriitber Kapitel XIX) ohne dies Glied beim Ubergang 
zu den kleinsten Harnstoffkonzentrationen ein Abfallen zeigt, da: 
iibrigens zum Teil dadurch verursacht ist, daB hier der Reaktions- 
verlauf wegen der spitzen Form der p,-Kurven (siehe z. B. Abb. 31 
nur teilweise unter optimalen p,-Bedingungen vor sich geht. Ic! 
habe berechnet (aus Versuch 91, 92, 102—104): 


K 
fir M/20 Harnstoff —" = (0,21) 
Ky 
M/40 » = 0,17 
M/80 * » = 0,17 


M/160 ss ma 0,19 
SOBEL MESS 7 

Mittel: —* = 0,18 
E 





) 0.405 
0 0.405 


Is Mittel. 


Fir dj 


y klein: Y 


egebene 


mit der 


Puffer. 


K 


Ay 


am 


rechnung 


teilen 


sphat 2 


r Zahler 


in clit 


eteilter 
shnung 
bergang 
ot, das 
iktions- 
bb. 31 
t. Ic 
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Kapitel XIX. 
Priifung der aufgestellten Gleichung der Ureasewirkung. 
85. In Kapitel XIII wurde folgende Zeitgleichung der Urease- 
wirkung aufgestellt: 


Kpln E K,,ln u K,lnt } Ky . f : Ky, In , 


v 
ho 

In den folgenden Kapiteln XIV bis XVIII wurden die Koeffi- 
zienten K, , K, usw. im Verhiltnis zu Ky bestimmt. Die gefundenen 
Werte sind in Tabelle Cld wiedergegeben, mit Angabe der Harnstoff- 


K,lnx = (;. 


konzentration, aus der sie erhalten sind. 


Tabelle Clad. 





Harnstoff- M/160 M/80 M/40 M/20 Mj10 02M 04M 08M 16M 
konzentration | ' j 


yy beider Be: 

Tl ene etwn || 7,76 | 7,69 | 7,62 7.48 | 7.41 | 7,34 7,27 | 7,20 
— | 0061 — 0061 | 0,061 
- oh - ay ae 


_ ] 1 1 _ 


0,60 | 0,60 — 0,60 0,60 0,60 | 060 049 | 0,405 
0,18 0,18 | 0,18 | 0,18 0 0 0 0 


Wo Bestimmungen fehlen, ist der nachstliegende Wert einzusetzen. 
Ich will besonders betonen, daB die Zahlen nur bei dem angegebenen 
Py angeniherte Giltigkeit beanspruchen. 

86. Die wichtigste Eigenschaft einer solchen Formel, wie die 
meinige ist, daB sie die Enzymkonzentration ausdriickt. Ich habe 
daher C, durch 2 Kg — Ky Inq ersetzt, wodurch nach Division mit Kz 
erhalten wird: 


r r 


x « K; K; K, , h 
ee ve ae = ts : 
Ing.E = 2 :." u Pag: Pe Kp / Ky In he 


q soll also — unabhiingig von der Enzymkonzentration, der Menge 
des Harnstoffs und der Reaktionsprodukte, der 
Phosphatkonzentration und der verschiedenen Lage der p,,-Optima —, 
wenn man die Reaktion bei dem betreffenden p,,-Optimum fortgehen 
laBt, eine Konstante sein. Bei der Berechnung von q ist diejenige 
Enzymkonzentration gleich 1 gesetzt, die man erhilt, wenn man in 
einem Totalvolumen von 10cecm lcem einer Enzymlésung wirken 
laBt, die durch zweistiindiges Digerieren von 1 Teil Sojabohnenmehl 
in 5 Teilen Wasser und nachherige Filtration bereitet ist. Zum Ver- 


Reaktionszeit, der 


; ak alot 
*GriéBe — , d.h. —— %n 

E E.t a 

Anfangskonzentration des Harnstoffs bedeutet, mit der mittleren 


Harnkonzentration 0,2 M als Einheit ausgedriickt. 


gleich ist stets die mitgeteilt, wo a die 
. 
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87. Die erste Priifung bezog sich auf die Anfangsgeschwin« iv. 
keiten bei M/160 bis 1,6M Harnstoff und verschiedenen Phosph it. 





‘ 2 . An! 
konzentrationen bei p,-Optimum. 
Versuch 102. Priifung der Formel. I. 
Anfangsgeschwindigkeiten bei M/160 bis 16M Harnst: P 
0,1M Phosphat und E = 1 bei pyg-Optimum. 9 
Tabelle CII. com 
] 
PA PH 
- I l 
=4 Harnstoff- gs a= | 
=2 Harnstoff konzens 4S EZ l 
= S = vor | nach | Mittel , 
m ccm Min mg mg ] 
l 
leem M/16 3 | 2,13) 1,33 7,58) 7,88) 7,73 | 44,3 

” 3 4,26 | 1,50 |7,58 | 7,92) 7,75 | 39,3 | 62,9 

M/2 3 | 17,03 | 1,78 7,40) 7,69) 7,55 | 39,9 | 64.1 

” 3 | 34,07 1,85 7,40\7,70 7,55 | 40,5 62.2 

” 3 | 68,14 1,95 7,28) 7,55) 7,42 | 42,0 63.2 
4M 3 (272,54 | 2,16 | 7,20| 7,46) 7,33 | 46,0 | 63.5 we 
” 3 (545,08 | 2,28 7,12) 7,38) 7,25 | 48,5 | 634 f 
u 


Enzym: frisch (20: 100, 2 Stunden), unverdiinnt. 


Versuch 103. Priifung der Formel. II. 
Anfangsgeschwindigkeiten bei M/160 bis 


0,2M Phosphat und H=1 bei py-Optimum. 
Tabelle CIII. 


Temperatur 17 


62.8 


v0 
7,5 


16M Harnstoff, 





Harnstoffs | 
konzen: 


NH; 


= 2 


'H,O| Harnstoff 


Maximum 


leem M/16. 


” Me | 


99 > 


ee 


= Reaktions- 


5 
5 


2,13 
4,26 
17,03 
34,07 
68,14 
3 272.54 


WOwwww 


mg 


114 
1,34 
1,52 
1,62 
1,70 
1,92 


7,66 
7,59 
7,50 
7,40 
7,40 


7,81 


7,74 
7,65 
7,54 


7,55 


7,2@ 7,34 


7,74 
7,67 
7,58 
7,47 
7,48 
7,27 


bo bo bo DO bo bS DO 


3 545,08 2,08 |7,12 7,27) 7,20 


” ” 


Enzym und Temperatur dieselben wie in Versuch 102. 
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Lwin ig. : - . 
Versuch 104. Priifung der Formel. III. 
Anfangsgeschwindigkeiten bei M/160 bis 16M Harnstoff, 
0,5M Phosphat und E = 1 bei Py-Optimum. 


Tabelle CIV. 


10sphat- 





PH 
| Harnstoff- 

>| HO — Harnstoff konzens 
tration 


. 
c 
3 
= 
“ 


%Z | NH; 


Mil 
Phosphat 


Reaktionss 


vor nach 


Ma 


bknzym 


mg mg 


g 


leem M/16. M/160 : 2,13 0,83 
1 M/80 : 4,26 0,94 

» M/2: M/20 ; 17,03 1,03 

ae ee M/10 34,07 1,10 
8 0.2M F 68,14 1,18 
4M 0,8 M 3 272,54 | 1,44 
cs 16M 3 545,08 1,63 


22,3 
22,6 
25,1 
23,8 
25,3 
30,7 
32,5 


won 
o 


oO @ 
bo Go i on rn 21 0 
mI nd sda 1 
im on on 3 3 
bo Oo BD = 


worewor, 


on2o 


to hoe 


~1 +1 +1) -3 +1 +1 +1 
& r) 
=~] +] =] +1] +] +1 +1 


or or Or Gr Or Sr Gr 


,3 | 60,1 

3 | 62,9 i ; ate 

9 | 64] Enzym und Temperatur dieselben wie in Versuch 102 und 103. 

,5 | 62.2 
63.2 Die Versuche 102 bis 104 sind gleichzeitig ausgefiihrt und vollig 
63.5 . ys * : : : 
63 ‘ vergleichbar. Eine iibersichtliche Zusammenstellung der Ergebnisse 
628 findet man in Tabelle CIVa. 


- 17,5° 
Tabelle ClVa. 
(q aus Versuch 102 bis 104.) 





stoft Harnstoff: Phosphatkonzentration 
: : : konzens Mittel 
tration 0,1 M 02M 05M 


M/160 60,1 57,3 60,1 59,2 
M 80 62,9 62,6 62,9 62,8 
M20 64,1 61,5 59,8 62,5 
M/10 62,2 61,4 60,2 61,3 
0,2 M 63,2 62,1 63,4 62,9 
0,8 M 63,5 62,2 63,0 62,9 
16M 63,4 62,8 63,0 63,1 


Mittel 62.8 61,4 61,8 62.0 


Die Formel gilt also fiir das Anfangsstadium bei allen Harnstoff- 
konzentrationen (Verhaltnis der aiuBersten 1 : 256), von der Phosphat- 
menge unabhingig. 





88. Die niachste Priifung bestand in einer Verfolgung des zeit- 
lichen Verlaufs der Reaktion bei M/80 Harnstoff, der héchsten Harn- 
stoffkonzentration, die iiberhaupt in dieser Hinsicht verwendbar ist. 
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Versuch 105. Priifung der Formel. IV. 
aktionsverlauf bei M/80 Harnstoff, EH = %, verschic 


Phosphatkonzentrationen bei pyg-Optimum. 


Tabelle CV. 





Harnstoffs 
H,O _—-Harnstoff konzens 
tration 


NH, 


Enzym 


Reaktions- 
zeit 
Maximum 
NH, 


Mittel 


mg 


@ 
_ g 
s 
=z 
= 
5 
= 


_ 


4,26 1,09 85 7,67 40.2 318 
4.26 | 1,89 88 7,69 38,6 306 
4,26 3,28 93 7,67 | 49,0 30. 

Mittel 30.8 
4.26 0,93 7,70 7,65 33,4 308 
4,26 | 1,68 7,78 7,69 340 305 
4,26 | 3,02 7,92) 7,76 | 41,9 31.1 

Mittel 30,8 
4.26 0,67 7,60 7, 62 | 23,2 | 32.0 
4.26 | 1,11) 7, 6 63 | 20,5 28.6 
4,26 | 2,08 82) 7,75 | 22.8 29.8 
Mittel 30,1 


2cem M16 M/80 
9 


” ” ” 


— 
ie 2} 


Enzym: frisch (15: 75, 1 Stunde), zweifach verdiinnt. Temperatur 17,2", 


q.£ ist also auch von der Reaktionszeit unabhingig. Weiter 


Belege in dieser Hinsicht liefern die Versuche 106 und 107 und Ta. 
belle CVITa. 


89. Nachdem wir also sicher sind, daB gE von der zufiallig ge- 
wihlten Reaktionszeit unabhingig ist, kénnen wir zu einer Priifung 
tiber den Einflu8BS der Enzymkonzentration iibergehen. In dieser Be- 
ziehung geben die fritheren Versuche 91 und 92 AufschluB. Die nach- 
stehenden Tabellen, die aus diesen Versuchen zusammengestellt sind, 
enthalten die betreffenden Werte an q. 


Versuch 91. Priifung der Formel. V. q bei verschiedenen 


Enzym- und Harnstoffkonzentrationen. 


Tabelle CVa. 





Harnstoff- Enzymkonzentration 


konzentration 1 

3 
M/40 ... 32.5 62,5 
M/10 .. .|| 56, 63,1 
OOM 5: 52% 9, 62,4 


Mittel. . ,4 62.3 





0.2 | 318 
8.6 dU6 
90 30] 


ttel 30.8 
3,4 308 
40 305 


19 31] 
tel 30.8 


3.2 | 32.0 
5 28 6 
28 298 


tel 30.) 


ur 17,20, 


Weitere 


nd Ta. 


lig ge. 
riifung 
ser Be. 
> nach- 
t sind 
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Versuch 92. Priifung der Formel. VI. gq, bei 
erschiedenen Enzym- und Harnstoffkonzentrationen. 


Tabelle CVb. 





Harnstoff- Enzymkonzentration 
Mittel 


konzentration ; 1 1 


M/160... 49.9 52.9 52,9 51,9 
M/20 -.... 49.3 54,2 52,6 52,0 
eo | 50,7 54,0 54,0 52,2 
Mittel . . 50,0 53,7 53,2 52,0 
Anmerkung. Ich schreibe hier q,, weil die Enzymlésung in diesem 
Versuch in anderer Weise als gewéhnlich bereitet ist. 


Arbeitet man bei vergleichenden Versuchen mit derselben an- 
fiinglichen Harnstoffkonzentration bei p,-Optimum und wihlt man die 
Reaktionszeiten in der Weise, da die zerspaltenen Harnstoffmengen 





Versuch 107. 
Erste Reaktion. 


rg NH; 
¥— 


32 
30 
28 


Reaktion bei NH, Cl. 
Zweite Reaktion. 


26 
24 
22 


2,0 Versuch 106, 


Erste Reaktion. 
Reaktion bei NH,Cl. 


Zweite Reaktion. 











hs 6 9 Min. 
Abb. 43. Zwei Reaktionen nacheinander. Einfluf§ von NH,Cli. (Versuch 106 und 107.) 


nahe aneinander fallen, so wird der Einflu8 der immerhin unsicheren 
Koeffizienten K,, Kz, K,;, K), gréBtenteils eliminiert, und die erhaltenen 
Werte an q. #sind, glaube ich, ein exakter Ausdruck der Enzymaktivitat. 
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90. In meiner Formel bedeutet E die aktive Masse der zugeset: 
Enzymmenge, qg. ist ein MaB der wirklichen Aktivitat dersel 
Die hemmenden oder beférdernden Einfliisse, die die iibrigen beteili: 
Faktoren ausiiben, kommen in der GréBe und den Zeichen 
Koeffizienten zur Geltung und werden dadurch beseitigt. Es hat n 
interessiert zu untersuchen, ob die aktive Enzymmasse sich wahreid 
der Reaktion veraindert oder nicht. Ich lie deshalb dieselbe Enz, 
menge zwei Reaktionen nacheinander ausfiihren und maB in eine 
Xeihe die Aktivitét der ersten Reaktion, in einer zweiten Reihe <i 
Aktivitit der zweiten Reaktion und in einer dritten Reihe auBerden 
die Enyzmaktivitaét in Gegenwart von einer Menge NH,Cl, di 
der in der ersten Reaktion entwickelten Menge Ammoniumearbonat 
iquivalent war. (Versuch 106 und 107). 

Ein klares Bild tiber die Verhiltnisse gibt die graphische Dar- 
stellung der Reaktionskurven in Abb. 43. 

Es ist deutlich, daB die aktive Enzymmenge wihrend der Reaktion 
abnimmt. 

Interessant ist weiter, daB NH,Cl die Aktivitat des Enzyms um 
ungefiihr denselben Betrag herabsetzt, wie die iquivalente Ammonium 
carbonatmenge, ein Umstand, der wohl mit dem Vorkommen eines 
gemeinsamen Bestandteils (der NH,-Gruppe) in Zusammenhang zu 
stellen ist. Sind nicht die Ammoniumionen, sondern das aus ihnen 
bei alkalischer Reaktion entstandene freie Ammoniak der haupt- 
sichlichste Inaktivator, so ist es zu warten, dab K, mit,pq numerisch 
ansteigt oder mit anderen Worten, daB qZ, mit dem zu ‘kleinen Wert 


— 1,133 auf Xr. berechnet, bei hohen Alkalititen eine fallende  Tendenz 
E 
zeigen soll. 


91. Eine Auffassung iiber die Grenzen der Giiltigkeit meiner 
Formel, die urspriinglich nur optimale p,,-Bedingungen absieht, kénnen 
uns die Versuche 87, 88 und 89 verschaffen. Diese drei Versuche sind 
gleichzeitig und mit derselben Enzymlésung ausgefiihrt. Fiir den 
jetzigen Zweck teile ich die zusammengehérigen Daten in einer neuen 
Tabelle mit. 


‘ aoe 
Bei der Berechnung von q.£ ist das Glied K,/n j weggelassen 
p 
0 
weil hier die Bedingungen fiir seine Giiltigkeit nicht innegehalten sind 


Ein Blick auf die Tabelle gibt den Eindruck, daB die alte und di: 
neue Berechnungsweise ziemlich auf eins herauskomme. Die graphisch: 
Darstellung inzwischen zeigt entschieden die Uberlegenheit der neuen 


Formel (s. Abb. 44). 
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Priifung der Formel. IX. 
Die Zeitreaktion bei M/160 Harnstoff, F 1/59,0,1 M Phosphat 
und verschiggenen Wasserstoffzahlen. 








1 tions I 
NHg PH ‘ NH, PH ak “ 
sit 3 
= zei E q-E.10 


mg Mittel “ Min. mg Mittel 


0,15 6,38 6,3 6 15 0.70 7.76 36.2) 500 
0, 2¢ 6,38 5,2 ‘ 30 1,23 7,83 38.9 | 48,7 
0.34 6,39 5,4 “a 45 1.65 7,88 45,0 47,1 
0,44 7.04 | 203 292 15 0.55 8.08 27.0 37,7 
0,82 7.06 21,9 30,1 30 0.99 8.14 28.9 37.6 
1,25 7.09 26,7 33,1 45 1,27 8,17 27,4 33,5 
0,63 | 7,45 | 31,7 44,2 15 0,35 9,10 16.3 22.5 
1,19 7,50 | 370 46,4 30 0,62 913 156); 21,7 
1,66 7,53 45.5 47,2 45 0.87 915 15.8 21.5 





Enzym: frisch (15:75, 2 Stunden). Temperatur 17,3°. Reaktions- 


Fmasse 1 cem Enzym (E/10) + 1 cem M/1 Phosphat + 6 cem H,O + 2 cem 
*\/32 Harnstoff. Harnstoffkonzentration M/160. Maximum NH,: 2,13 mg. 


uk 
Abb. 44 gibt ein klares Bild tiber das Verhalten der GréBe s 


die — obsehon sie nicht konstant ist — doch fiir alle drei Reaktions- 


iten das richtige p,,-Optimum liefert. Was q# betrifft, merke man 


gE-0 








Opti 











Ea ee } | | 
630 40 50 60 70 80 907000 2030 W050 00 0 80 W800 2 0 40 50 60 0 80 9900 WR, 


ak 12% P . ‘ . 
** und q.E in ihrer Abhangigkeit von der Reaktionszeit und der 


\bb. 44. Vergleichung von E 


Wasserstoffzahl. 
besonders, wie geschmeidig sie einer einzigen Kurve folgt, was den 
Vorteil. mit sich bringt, daB die Versuchsfehler klar zutage treten. 
Nach der Kurve zu urteilen, scheint die aufgestellte Formel ein- 
schlieBlich der angewandten Werte der Koeffizienten (auber A;,) inner- 
halb recht weiter Grenzen (beziiglich der Wasserstoffzahl) zu gelten. 
Bei allzu kleiner oder allzu groBer Alkalitit diwften die Werte der 
Koeffizienten eine Korrektur brauchen. 
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Nach meinen Rechyungen iiber Barendrechts Versuche gili dic 


, : . : a ° ‘ 
logarithmische Formel K = ; In - bis py = 6,7 gut. Auch bej 
a 


hohen Alkalitaten, z. B. bei py 9,34, ist sie verwendbar 
Charakteristisch ist jedoch hier ein steiles Ansteigen der Grif a} 
am Ende der Reaktion. Bei p,-Optimum und wahrscheinlich auch 
auf der sauren Seite ist ak der Enzymmenge angenihert direkt pro. 
portional. Ob diese Beziehung oder eine andere mathematisch aus. 
driickbare auch bei hohen Alkalititen zutrifft, dariiber wissen wir 
zurzeit nichts. 


r a a . . 
Anmerkung. Das tiber K = E mm vs Gesagte gilt im groBen 
p —2 


und ganzen auch von der GréBe K, = Pa , 10] : ~ ~» obgleich die letztere 
besser konstant ist. 

92. Hiermit schlieBe ich die Priifungen meiner Formel ab. [ch 
will betonen, daB die angegebenen Werte an den Koeffizienten nicht 
definitiv sind; dafiir sind sie aus allzu wenigen Versuchen bestimmt. 
In praktischer Hinsicht ist die Formel sehr handlich. Arbeitet man 
mit groBer Harnstoffkonzentration (0,2 M oder dariiber), kurzen 
Reaktionszeiten, konstanter Phosphatmenge bei p,,-Optimum, so wird 
die Formel fiir zwei Fille: 

Ek, K,, 2 MK, 


l ne 
E, aa & 


t 
In +. 
t, 


ln 


Kapitel XX. 
Zusammenfassung. 

1. Van Slykes Gleichung fiir die Ureasewirkung stimmt nicht mit 
meinen Versuchsergebnissen (in dem wichtigsten Falle auch nicht mit 
seinen eigenen) tiberein. 

2. Die Formel K = aa In oe liefert fiir das Anfangsstadium 
des Reaktionsverlaufs bei mittleren Harnstoffkonzentrationen cine 
ziemlich gute Konstante. 

3. Das p,-Optimum der Ureasewirkung verschiebt sich mit der 
Harnstoffkonzentration. 

4. Die Lagen der p,-Optima wurden festgestellt, und fiir ihre 
Verschiebung mit der Harnstoffkonzentration wurde eine Formel auf- 
gestellt : 

pu-Optimum = — 0,1 “na + 7,25. 


5. Bei dem betreffenden p,-Optimum steigen die Konstanten k 
der kleinsten Harnstoffkonzentrationen auf ungefihr dieselbe Hohe 
wie die Konstanten der héheren Harnstoffkonzentrationen. 
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6. Die p,,-Steigerungen, die durch die Hydrolyse gewisser kleinerer 
Harnstoffmengen hervorgerufen werden, wurden fiir die Phosphat- 
konzentrationen 0,1, 0,2 und 0,5 M bestimmt. 

7. Die Lage der p,-Optima ist von der Enzymkonzentration, der 
Phosphatkonzentration und der Reaktionszeit unabhiangig. 


8. Indessen ist die GréBe K = —— In —“— von der Reaktions- 
E.t a-—z 
wit nicht vollig unabhangig. 

9. Eine neue Gleichung fiir die Ureasewirkung von folgender Form: 
Ing. E = 2— Pa -- a Inx — Pa - i, -f— xl : 
wurde aufgestellt. (Beziglich der Bezeichnungen s. 8. 233—234, 247.) 

10. Die Koeffizienten K,, Kz, K;, K; und K, wurden bestimmt. 

11. Zuletzt wurde die neue Gleichung in bezug auf die Konstanz 
der GréBe q gepriift. Sie zeigte sich innerhalb der untersuchten Grenzen 
von der Konzentration des Enzyms, des Harnstoffs, der Reaktions- 
produkte, der Lage des py,-Optimums, der Phosphatkonzentration 
und der Reaktionszeit unabhiangig. 

Herrn Prof. Dr. H. v. Euler danke ich fiir die Anregung zu der 
vorliegenden Untersuchung. 


r 
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Untersuchungen iiber die Bindungsfihigkeit 


der Eiweibkorper fiir Farbstoffe. 


Von 
Kojiro Umetsu (Tokio) 


(Aus dem biochemischen Institut der Vereinigten Fabriken fiir Labora 
toriumsbedarf in Berlin.) 


(Eingegangen am 18. Oktober 1922.) 
Mit 6 Abbildungen im Text. 


Fiir die Histologie ist die Farbung eins der wichtigsten Hilfsmiite! 
um Form- und Lagebeziehung der Zellen und der Zellbestandteile 
erkennen. Die Frage nach der Natur des Fiarbeprozesses wurde bishe: 
auf zweierlei Arten, durch eine chemische und eine rein physikalisc) 
Erklirung beantwortet. 


Die erstere nimmt das Entstehen einer chemischen Verbindung an 
wihrend die zweite eine durch chemische Affinitaéten nicht erklarbar 
Adsorptionskraft zugrunde legt. Letztere Annahme beruht auf der Beob. 
achtung, daB die Farbung in mancher Hinsicht mit der Adsorption durch 
Kohle vergleichbar ist, welche eine Form der Bindung geliéster Stoffe a: 
der Oberfliche der Kohle darstellt, die auf Grund chemischer Affinititen 
keineswegs erwartet werden konnte. Ein Gewebe nimmt namlich in einen 
Farbbade nicht den ganzen, sondern nur einen Teil des Farbstoffs «iii 
und zwar deckt sich erfahrungsgemaB das Gesetz, nach dem die Verteilung 
des Farbstoffs zwischen Liésung und Gewebe stattfindet, mit demjenige: 
fiir echte Adsorptionen. Dieses Gesetz, die ,,Freundlichsche Adsorption- 
isotherme™, ist zwar nicht rationell begriindet, sondern rein empirisc! 
hat sich aber doch als Anniherungsformel bei allen Prozessen, die ma: 
im weitesten Sinne als Adsorption bezeichnen kann, also auch bei Farbungen, 
als giiltig erwiesen. 

Im allgemeinen hat man aber doch beobachtet, daB die chemiscly 
Natur von Adsorbens und Farbstoff nicht ohne EinfluB auf den Vorgang 
der Farbung ist. Elektronegative Adsorbentien nehmen z. B. mit Vorlic! 
basische Farbstoffe auf. Kompliziertere Verhiltnisse liegen aber bei eiweils 
artigen Stoffen vor. Wie M. Heidenhain schon in einer Untersuchung iiber 
die Farbstoffadsorption der gewebsbildenden eiweiBartigen Stoffe gezeizt 
hat, geben unter bestimmten Bedingungen geléste Eiwei8kérper bald init 
basischen, bald mit sauren Farbstoffen einen Niederschlag, und zw 
geben die EiweiBkérper — oder besser die ,,gewebsbildenden Kolloide* 
uberwiegend saurer Natur Niederschlage mit basischen Farbstoffen, (i: 
weniger sauren Eiwei®kérper, wie z. B. Serumalbumin, dagegen mit sauren 
Farbstoffen. 
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\ls Elektrolyte betrachtet, miissen die EiweiSkérper, da sie, wie ihre 
Bausteine, die Aminosiuren, elektropositive wie elektronegative Eigen- 
schaften aufweisen, zu den amphoteren Elektrolyten oder Ampholyten 
mach einer Bezeichnung Bredigs) gerechnet werden. Bei Gegenwart von 
HC) verhalt sich daher Eiwei8 wie eine Base und wandert im elektrischen 
Stromfeld zur Kathode. Bei Gegenwart von Natronlauge verhalt es sich 
wie eine Saure und wandert zur Anode. Geht man allmahlich von der 
sauren Lésung zu einer alkalischen iiber, so kommt man an einen Punkt, 
wo das EiweiB im Stromfeld keine Wanderung zeigt, den isoelektrischen 
Punkt (nach Hardy). Wie L. Michaelis zeigte, liegt der isoelektrische 
Punkt nicht immer bei neutraler Reaktion, jedes EiweiB hat seinen eigenen 
charakteristischen isoelektrischen Punkt. Serumeiweif ist z. B. nicht 
bei H = 10-7, sondern ungefahr bei H = 10—5 isoelektrisch. Wir wollen 
nun diese Befunde zu unseren Adsorptionsvorgangen in Beziehung setzen 
und zu diesem Zweck von einem anderen Gesichtspunkt aus darstellen: 

Das Eiwei8 tritt unter bestimmten Bedingungen als Saiure auf, d. h. es 
ist imstande, H-Ionen abzudissoziieren. Je mehr H-lonen sich in der um- 
gebenden Lésung befinden, um so mehr wird nach einem Grundsatz der 
physikalischen Chemie die Tendenz des EiweiBes, H-lonen abzudissoziieren, 
unterdriickt: in saurer Lésung wird also das Eiweif die seinem Molekiil 
mgehérigen H-Atome nicht alle abdissoziieren, sondern adsorbiert enthalten. 
Aber nicht nur die H- und OH-Ionen, sondern auch die tibrigen Ionen 
der Lésung beeinflussen das Verhalten des EiweiBes, insbesondere ist der 
isoelektrische Punkt nicht nur von p,, abhaingig. Wenn man nun denatu- 
riertes Albumin oder Casein in Lésungen von verschiedenem py bringt, 
so bemerkt man, da®B bei einem bestimmten p,,, welches fiir die betreffende 
KiweiBart charakteristisch ist, ein Optimum der Flockung eintritt. Prift 
man die elektrische Ladung des EiweiBes durch Kataphorese, so findet 
man, daB dieses Flockungsoptimum der isoelektrische Punkt ist, daf bei 
saurer Reaktion das Eiwei®S positiv, bei alkalischerer Reaktion negatiy 
geladen ist. Der isoelektrische Punkt ist nicht nur von py, abhangig, sondern 
die iibrigen lonen beeinflussen ihn auch, sofern sie imstande sind, mit den 
KiweiBlésungen sich zu binden und daher mit den H- und OH-Ionen in 
Konkurrenz zu treten. 

Die Behauptung, daB der isoelektrische Punkt durch eine bestimmte 
H-Konzentration eindeutig definiert werden kann, gilt deswegen nur unter 
der Voraussetzung, daB auBer den H-Ionen in der Lésung keine anderen 
lonen vorhanden sind, welche im Vergleich zu H- oder OH-lonen eine 
meBbare Affinitat zu dem Eiwei8 haben. Ganz streng diirfte dieser Fall 
niemals eintreten, und deshalb ist die obige Definition des isoelektrischen 
Punktes streng genommen als ein Extrapolationswert zu deuten, welcher 
fiir die Bedingung giiltig ist, daB in der Loésung keine Ionen vorhanden 
sind, welche mit den H- oder OH-lIonen in Konkurrenz treten kénnen bei 
der Bindung an das Eiweif. Ein solcher Fall ist nahezu realisiert, wenn 
man mit Acetatpuffern arbeitet. Das geschieht folgendermaBen: Durch 
eine Reihe von Essigsdéure-Natriumacetatgemischen in verschiedenen 
Mischungsverhiiltnissen und sehr niederer, konstanter Natriumacetat- 
konzentration wurde eine Reihe von steigenden H’ hergestellt, diese Lé- 
sungen dann mit Salzen verschiedener Konzentration versetzt und Eiweilb, 
z. B. Casein, zugesetzt. Dann wurde beobachtet, bei welcher (H’) die 
optimale Flockung eintritt. Jedes einzelne Réhrchen der Reihe enthielt 
immer doppelt soviel H-Ionen wie das vorangehende. Natiirlich andern 
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diese Salze die urspriingliche H der Acetatgemische ein wenig, abe: 
nur sehr wenig. Befinden sich gut adsorbierbare Ionen mit H-Ion« 
sammen gleichzeitig in der Lésung, so geniigt zur Erreichung de 
elektrischen Zustandes eine geringere Konzentration von H-Ione: 
ohne diese, weil sich ja beide Ionen an der Entladung des Eiweil« 
teiligen. Die optimal fallende H-Konzentration wird also veriandert 
zwar wird, wenn das in Konkurrenz tretende bindungsfahige Ion ein K 
ist, die optimal fallende H-Konzentration vermindert, und wenn es ¢ 
Anion ist, wird dieselbe vermehrt. Diese Erscheinung kénnen wir be 
zeichnen als die Verschiebung des isoelektrischen Punktes durch from: 
Elektrolyte. 

Die verschiedenen Ionen verschieben den isoelektrischen Punkt wy 
so starker, je gréBer ihre Affinitat zum Eiwei® ist, je stiirker sie also mit 
den H-Ionen konkurrieren kénnen. An der GréBe dieser Verschielung 
gewinnen wir daher ein relatives Maf fiir die verschiedene Affinitat de 
einzelnen Ionen zum EiweiB. 


» Und 


thor 


Bei der oben beschriebenen Versuchsanordnung mit Acetatpuffern 
sind nun die Verschiebungsbedingungen méglichst gering, weil Na- und 
Acetationen nur geringe Affinitaét zum Eiweif besitzen. 

Die Ionen der organischen Farbstoffe gehéren zu denjenigen Ionen 
arten. welche am stirksten von EiweiB gebunden werden kénnen. In 
Sinne der oben entwickelten Theorie muBten sie daher die grit 
Konkurrenz zu den H- oder O H-Ionen darstellen und den isoelektrischen 
Punkt starker als die meisten anderen Ionenarten verschieben. Gewiss 
Grundbeobachtungen iiber diese Erscheinungen sind schon beschrieben 
worden in den Arbeiten von Michaelis und Rona und Michaelis nd 
Szent-Gyorgyt. Die Aufgabe dieser Arbeit soll es sein, diese Erscheinung 
systematisch bei verschiedenen Farbstoffen zu untersuchen. Mein 
Versuche wurden an drei verschiedenen Eiwei®kérpern ausgefiihrt, den 
Casein, dem denaturierten Serumalbumin und dem aus Hiimoglobi: 
dargestellten Globin. Von Farbstoffen wurden folgende basische uni 
folgende saure Farbstoffe benutzt : 


Basische Farbstoffe: 
1. Methylenblau. 2. Kristallviolett. 3. Parafuchsin. 4. Diamino 
acridinchlorid. 5. Trypaflavin. 6. Methylgriin. 7. Pyronin. 8. Nilblau 


9. Bismarckbraun. 10. Safranin. 11. Anilinblau. 12. Paranitrophenol 
13. Chrysoidin. 


Saure Farbstoffe: 


1. Tartrazin. 2. Eosinkalium. 3. Kongorot. 4. Naphtholorange 
5. Saurefuchsin. 6. Alkaliblau. 7. Wasserblau. 8. Alizarinsulfosaures 
Natrium. 9. Pikrinsaures Natrium. 


Die Versuche wurden einheitlich nach demselben Typus angeste!|t 
Beim Casein wurde folgendermafen verfahren: 
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In einer Reihe von Reagenzgliisern befand sich eine stets gleich 
hemessene sehr geringe Menge Casein, eine stets gleich bemessene sehr 
veringe, aber im Vergleich zum Casein in molarer Konzentration reich- 
lichere, stets gleiche Menge Natriumacetat, und eine steigende Menge 
von Essigsaure. Die Gegenwart von Na- und Acetationen war daher 
unvermeidlich, aber, wie schon oben erwihnt, verschieben diese beiden 
fonenarten das maximal fillende p, nicht merklich. 0,2 g véllig fett- 
fries Casein wurde unter mafigem Erwirmen in 5cem normaler 
Na-Acetatlésung gelést, wodurch eine leicht opaleszierende Loésung 
entsteht. Sie wurde mit destilliertem Wasser auf 50 cem aufgefiillt, so 
daf eine Caseinlésung in m/10 Na-Acetat entstand. 

Die Konzentration der Essigsiure wurde so gewahit, daB in allen 
Reihen (in der Regel mit 9 Réhrchen) immer das 5. Réhrchen die Essig- 
siure und ihr Natronsalz in gleicher Konzentration enthielt. Die (H’) 
dieser Réhre war daher 2 . 10-5, entsprach also ungefaihr dem isoelek- 
trischen Punkt des Caseins (2,4. 10-5). Man fiillt nun die Casein-Na- 
Acetat-Lésung ein und schiittelt um; dann bemerkt man sofort Trii- 
bungen und nach einiger Zeit (5 Minuten) Flockung. Unser Versuchs- 
system ist also wie folgt: 


I. Versuche mit Casein. 





l 2 3 4 5 6 7 


ecm [Cc com ecm com | ccm 


Destilliertes Wasser. 8,38 7 8,0 | 7,0 ' 5,0 
n/100 Essigsiure. . 0,62 2: : 
n/10 saa ape Zi 5 10 ' 2:0 ;: 40 
n/l “a 3 
Casein-Na-Acetat - 
a oe |e 10 1,0 10 | 1,0 | 1,0 10.) 61,0 


Das Triibungs- und Flockungsoptimum liegt im fiinften (bis sechsten) 
Réhrehen, das dem isoelektrischen Punkt des Caseins entspricht. 


Il. Versuche mit denaturiertem, kolloidal geléstem Serumalbumin. 





4 


com 


n/l0 Na-Acetat ..... LO ''- £6 7 481 ES 

n/100 Essigsiure ... . ; 0,2 | 0,4 | 0,8 | 1,6 | : 

n/10 pas pete es - 0,64 

Destilliertes Wasser . . . 6,9 6,8 6,6 | 6,2 | 5, 3,8 6,36 

Denaturiertes Albumin. . 1,0 1,0 1,0 1,0, 1,0 ‘ 1,0 
Nachdem man Albumin eingefiillt und umgeschiittelt hat, treten 

Tribung und Flockung ein, aber viel spiter als bei Casein, erst nach einer 

halben Stunde kann man deutliche, sich absetzende Flockung sehen. 
Das Triibungs- und Fallungsoptimum liegt bei meinem Versuch im 

fiinften Réhrchen. Wenn man Farbstoff zusetzt, tritt die Flockung schnell 

und sehr stark auf. 
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Ill. Versuche mit Globin. 


Die isoelektrisechen Punkte samtlicher bisher untersuchten  Eiy, ei; 
k6rper tierischer Herkunft liegen bei saurer Reaktion, der des Him 
globins fast genau bei neutraler Reaktion. Es war von Interesse, eine; 
EiweiBkorper zu untersuchen, dessen isoelektrischer Punkt bei alkalis:he; 
Reaktion liegt. Nach den bekannten Angaben iiber die Fiallungsméglich kei 
bei alkalischer Reaktion konnte man vermuten, da das Globin die 
suchte Eigenschaft hat. Dies war um so wahrscheinlicher, als das Globiy, 
in Form von Diaminoséuren viel basische Bausteine besitzt. Da in zab| 
reichen Fallen das Fallungsoptimum globinartiger EiweiBk6rper sich al. 
identisch mit dem durch Kataphorese bestimmten isoelektrischen Punk: 
erwiesen hat, so begniigten wir uns damit, das Fiallungsoptimum be; 
variiertem p,, zu bestimmen. Das Globin wurde nach der Methode vo 
Straus und Griitzner und mit der Modifikation von Gldssner aus sorgfiiltig 
gewaschenen Rindsblutkérperchen dargestellt. 

S. Osato hat in unserem Laboratorium dariiber Untersuchungen an 
gestellt und gefunden, daB das Triibungsoptimum bei p,, 7,8 bis 8.3 liegt 
Nach meiner unten mitgeteilten Untersuchung liegt das Fallungsoptimun 
bei py 8,1. Ich habe in folgender Weise NH;- und NH,Cl-Lésung ver 
wendet: 





Bind Sen Bde 7 10 


com | ccm | com = cem | ccm ccm 2c com 


n/jl0OONH, . | 0,05 ; 0,2 

n/lONH,. . - — 0,32 0,64 
n/10NH,Cl . | 1,0 | 1,0 | j 0 1,0 1,0 
Aqua dest.. . | 2,95 2,9 | 3 2,6 . 2, 2,68 2,36 
Gees ", 1,0 1,0 l : 1,0 | 1,0 


Resultat: 
Triibung. . . a tt Hp f 
Flockung sofort - + # i 
Flockung nach 
15 Min. . . 4 #'# yi 


Das folgende Diagramm dient dazu, die Verschiebung des Flockungs 
optimums durch Farbstoffe zur Darsteltang zu bringen. 

Die Abszisse gibt die Farbstoffverdiinnung an, die Ordinate gibt p,, a1 

Fiir jeden Farbstoff ist eine besondere Kurve eingezeichnet. Man 
kann also an diesen Kurven erkennen, wie stark durch eine gegebene 
Farbstoffkonzentration das Flockungsoptimum, d. h. das fiir die Flockung 
giinstigste p, verschoben wird. 


Verzeichnis der Abbildungen. 


Versuche mit basischen Farbstoffen und Casein. 

Versuehe mit sauren Farbstoffen und Casein. 

Versuche mit basischon Farbstoffen und denaturiertem Album: 
Versuche mit sauren Farbstoffen und denaturiertem Albumi: 
Versuche mit basischen Farbstoffen und Globin. 

Versuche mit sauren Farbstoffen und Globin. 
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Faillungsoptimum. 





, I. Versuche mit Casein. 

Eiy 1h 
3 Ham (Fallungsoptimum ohne Farbstoff liegt beim 5.) 
Se, ¢ ne} : : 
kalischey Verdiinnung der Farbstoffe 

lische 
glich keit j 
1 dix % Farbstoffe “ 
S Globin > 
in zahl Sr 
sich als 
n Punkt Basische Farbstoffe: 
um be |. Methylenblau . 5 
ode vor 2. Kristallviolett 5 
orgfiilt ig 3. Parafuchsin. 4 

4, Diaminoacridin 
: ( 5 

gen an “ : hl rid o . 
6 5. Trypaflavin 5 
Lo liegt be a 

“id 6, Methylgriin. 5 
ptimun 7. Pyronin 5 


ing ver- 8. Nilblau ; 
9, Bismareckbraun . 
10, Safranin . 
11. Anilinblau 
12. Paranitrophenol 
13. Chrysoidin . 


orgs ot 


ut 


Saure Farbstoffe: 


|. Tartrazin 7 
2. Eosin 5 
3. Kongorot. : 6 
4, Naphtholorange . 7 
5. Saurefuchsin 5 
6. Alkaliblau 5 
7. Wasserblau . 5 
8. Alizarinsulfo- 
saures Natrium . 9 6 
9, Pikrinsaures Na- 
ee 9 
kungs 
Unter basischen Farbstoffen versteht man: 
Py . Methylenblau, 8. Nilblau, 
Man Kristallviolett, 9. Bismarckbraun, 
zebene Parafuchsin, 10. Safranin, 
ekung . Diaminoacridinchlorid, ll. Anilinblau, 


. Trypaflavin, 12. Paranitrophenol, 
. Methylgriin, 13. Chrysoidin. 
Pyronin, 


NP e WON 


Unter sauren Farbstoffen versteht man: 
. Tartrazin, . Alkaliblau, 
um! 2. Eosin, . Wasserblau, 
umin 3. Kongorot, . Alizarin-sulfosaures Natrium. 
. Naphtholorange, 9. Pikrinsaures Natrium. 
Saurefuchsin, 
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II. Versuche mit Albumin. 
(Fallungsoptimum ohne Farbstoff liegt beim 5.) 





Verdiinnung der Farbstoffe 


Farbstoffe = 2 = S x = a os = = = 
= '/ RA}; R el sls] ses} sis! 8) = 
~ Nn o a ™~ = = 
Basische Farbstoffe: 
1. Methylenblau. . 4 4 5 
2. Kristallviolett. l 3 4 5 
3. Parafuchsin. . . 3 4 4 5 
4. Diaminoacridin- 
oy l . ] 4 5 
5. Trypaflavin . . ee ee ee 
6. Methylgriin . ] 4 5 
7. Pyronin ] 3 4 5 
8. Nilblau ‘ 1 4 5 
9. Bismarckbraun . l 3 5 
10. Safranin. ... l 3 4 5 
11. Anilinblau ] 3 5 
12. Paranitrophenol 5 5 
13. Chrysoidin . . . 3 5 
Saure Farbstoffe: 
lL. Tartrazin 8 7 6 5 
2. Eosin ‘ 7 7 6 5 
3. Kongorot. ; 8 7 6 5 
4. Naphtholorange . 8 6 5 
5. Saurefuchsin 8 6 5 
6. Alkaliblau 8 7 6 5 
7. Wasserblau . 8 7 6 5 
8. Alizarinsulfo- 
saures Natrium . 8 7 6 — 5 
9. Pikrinsaures Na- 
Se 8 6 ~ 5 


Aus diesen Protokollen und Diagrammen erkennen wir zunachst 
daB die in der Einleitung aufgestellte Regel ausnahmslos giiltig ist 
Saure Farbstoffe verschieben das Flockungsoptimum nach der sauren. 
basische nach der alkalischen Seite. Vergleichen wir aber die ver 
schiedenen basischen Farbstoffe untereinander oder die verschiedenen 
sauren Farbstoffe untereinander, so finden wir, daB ihre Wirkung 
verschieden ist, und wir kénnen auf diese Weise die Farbstoffe nach 
dem Grade ihrer Affinitaét zum EiweiB in eine Reihe ordnen. Z. b 
finden wir, daB zum Casein fast simtliche basischen Farbstoffe eine 
nur unmeBbar kleine Affinitat haben; beim Kristallviolett und Para- 
fuchsin tritt sie ein wenig hervor, allein bei Bismarckbraun in seh: 
deutlicher Weise. Dagegen finden wir, dafB zum Casein simtlich 
sauren Farbstoffe eine sehr groBe Affinitit haben. Wir finden z. b 
ferner, daB die Affinitaét des Kongorot zum Casein viel gréBer ist als 
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III. Versuche mit Globin. 
(Fallungsoptimum ohne Farbstoff liegt beim 5.) 





Verdiinnung der Farbstoffe 


Farbstofte = om a a oa ae * co - Ay, a 
> a oa) a = 5, 
Basische Farbstoffe : 
|, Methylenblau . . 7 6 6 5 
» Kristallviolett. . 10 9 7 y, 5 
3. Parafuchsin. . . 9 8 7 6 5 
{. Diaminoacridin- 
Ge ee 3) 8 7 5 
5. Trypaflavin . . 10 9 8 6 5 
6. Methylgriin. . . LO 9 7 7 5 
ns. 2 10 9 8 7 5 
8. Nig. St 10 i) 8 6 5 
9, Bismarckbraun . 5 
10. Saframin .... 9 7 5 
1}. Anilinblau . . . 8 6 5 
12. Paranitrophenol 8 7 6 5 
13. Chrysoidin 7 6 5 
Saure Farbstoffe: 
|. Tarvtwazin ... ] 2 4 5 
2 meee cs ak se l 2 4 
3. Kongorot. . . . l 2: 3s 4 5 
+. Naphtholorange . l 3 4 5 
5. Saurefuchsin . . I 3 4 5 
6. Alkaliblau . . . 1 3 5 
7. Wasserblau. . . | 3 4 5 
8. Alizarinsulfo- 
saures Natrium . | 2 3 4 5 
9. Pikrinsaures Na- 
are l 2 4 5 


die des Eosins. Bei dem denaturierten Albumin finden wir eine Affinitat 
sowohl bei hasischen wie bei sauren Farbstoffen; die Affinitat der 
sauren Farbstoffe scheint im allgemeinen gréBer als die der basischen, 
jedoch lassen sich innerhalb beider Klassen von Farbstoffen deutliche 
Affinitatsreihen aufstellen. Beim Globin dagegen finden wir, dab es 
sowohl zu sauren wie zu basischen Farbstoffen eine sehr groBe Affinitat 
hat, innerhalb beider Arten von Farbstoffen sind wiederum graduelle 
Unterschiede deutlich erkennbar. Ordnen wir die simtlichen unter- 
suchten Farbstoffe in die Reihen steigender Affinitat, so finden wir 
fiir Casein: 

Saure Farbstoffe : 

Kosin < Alkaliblau =. Wasserblau << Saurefuchsin < Pikrinsaures 
Natrium < Alizarinsulfosaures Natrium <Q Kongorot < Tartrazin 

_ Naphtholorange. 
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Basische Farbstoffe: 

Methylenblau = Diaminoacridinchlorid = Trypaflavin Met | 
griin Pyronin = Nilblau = Safranin = Anilinblau = Paranitroph 10! 

Chrysoidin < Kristallviolett < Parafuchsin < Bismarckbriwy 
Fiir Albumin: 

Saure Farbstoffe : 

Pikrinsaures Natrium = Saiurefuchsin < Alizarinsulfosaures Nati 
< Wasserblau = Alkaliblau = Naphtholorange = Eosin = Tartraziy 
< Kongorot. 

Basische Farbstoffe : 

Paranitrophenol <_ Chrysoidin <_ Methylenblau — Trypaflayin 

Parafuchsin < Safranin < Anilinblau = Diaminoacridinchlori:| 
= Kristallviolett < Pvronin = Methylgriin << Bismarckbraun = Nilblay 
Fiir Globin: 

Saure Farbstoffe: 

Pikrinsaures Natrium < Alkaliblau = Tartrazin < Alizarinsulto- 
saures Natrium < Wasserblau = Naphtholorange < Kongorot = Saure. 
fuchsin < Eosin. 


Basische Farbstoffe: 
Bismarckbraun <Chrysoidin < Anilinblau < Safranin << Methylen- 
blau <_ Parafuchsin < Diaminoacridinchlorid <  Paranitropheno! 


= 'Trvpaflavin < Nilblau < Pyronin =: Methylgriin < Kristallviolctt 
Aus diesen Reihen will ich jetzt auffallende Punkte hervorhebe: 

Fiir saure Farbstoffe: 

1. Eosin hat mit Casein die schwdachste, mit Albumin ziemlich stark 
und mit Globin die stérkste Affinitat unter den Farbstoffen, welche ic! 
untersuchte. 

2. Alkaliblau hat mit Casein und Globin schwache, mit denaturierte¢m 
Albumin mittelstarke Affinitat. 

3. Wasserblau hat mit Casein schwache, mit denaturiertem Albumin 
und Globin mittelstarke Affinitit. 

4. Saurefuchsin hat mit Casein und denaturiertem Albumin 
schwache, mit Globin starke Affinitat. 

5. Pikrinsaures Natrium hat mit Casein mittelstarke, mit Albumin 
und Globin die schwichste Affinitat. 

6. Alizarinsulfosaures Natrium hat mit den drei Eiweibsorten 
fast gleich starke Affinitét. 

7. Kongorot zeigt mit Casein und Globin ziemlich starke, iit 
denaiuriertem Albumin die stdrkste Affinitat. 

8. Tartrazin hat mit Casein und denaturiertem Albumin stark: 
mit Globin schwache Affinitit. 
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9. Naphtholorange zeigt mit Casein die stirkste und mit denatu- 
riertem Albumin und Globin ziemlich starke Affinitat. Im allgemeinen 
zeivten saure Farbstoffe mit denaturiertem Albumin fast gleich starke 
Affinitaét, nur Kongorot, Saiurefuchsin und pikrinsaures Natrium zeigten 
Abweichung, und zwar der erste die stirkste und die beiden letzten 
eehwache Affinitat. Mit Casein und Globin zeigten saure Farbstoffe 
ziemlich verschiedene Affinitatskraft. 

Bei basischen Farbstoffen sehen wir folgendes: Im allgemeinen 
wigen basische Farbstoffe, wie oben schon erwaihnt, beim Casein gar 
keine Wirkung auf das Fallungsoptimum, trotzdem sie das Triibungs- 
optimum ziemlich stark beeinflussen. Nur Kristallviolett und Para- 
fuchsin zeigten schwachen und Bismarckbraun starken EinfluB auf das 
Fillungsoptimum. Die basischen Farbstoffe mit Ausnahme des stark 
wirksamen Bismarckbraun farben auch den Niederschlag nur wenig. 

1. Bismarckbraun zeigte zu Globin gar keine Affinitdt, trotzdem 
es bei Casein und denaturiertem Albumin am stdrksten das Fillungs- 
optimum verschiebt. 

2. Nilblau hat mit denaturiertem Albumin die stdrkste, mit Globin 
mittelstarke Affinitat. 

3. Kristallviolett hat die stdrkste Affinitdt mit Globin. 

4. Chrysoidin zeigt bei allen drei EiweiBarten keinen EinfluB auf das 
Fallungsoptimum. 

5. Paranitrophenol zeigt mit Casein und denaturiertem Albumin 
die schwdchste. mit Globin mittelstarke Affinitit. 

6. Methylenblau hat auch keine grofe Affinitdt zu Albumin undGlobin. 

Das Fillungsoptimum deckt sich im allgemeinen mit dem Triibungs- 
optimum, aber manchmal zeigen drei oder vier Glaser gleich starke 
Triibung, und ich konnte in solchen Fallen nicht scharf das Triibungs- 
optimum bestimmen. Besonders auffallend war es mir, daB basische 
Farbstoffe die Zone der Triibung in das weniger saure Gebiet hinein 
verbreitern, trotzdem sie auf das Fdllungsoptimum keinen Einflub 
zeigten. Ich will hier den EinfluB der basischen Farbstoffe avf das 


Triibungsoptimum tabellarisch zeigen. 


I. a) Casein mit basischen Farbstoffen. 





Verdiinnung der Farbstoffe 
Farbstoffe 
500 1000 2000 3000 5000 10000 


. Methylenblau 
2. Kristallviolett 
3. Parafuchsin 
. Diaminoacri- 
dinchlorid . . l. 


1) Bedeutet in dieser wie in allen folgenden Tabellen die | proz. wasserige 
Lésung. 
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1. a) Casein mit basischen Farbstoffen. (Fortsetzung. ) 





Verdiinnung der Farbstoffe abe 
Farbstoffe bel 
500 1000 2000 3000 5000 sck 


5. Trypaflavin sch 
6. Methylgriin . ; 
(Pe ; . | 4.—6. | 5.—6. = 
8. Nilblau : 
9. Bismarck- 

braun . ; ~ph—d. 1S. 4 ‘ 
10. Safranin. . . .—3. | 2. .| 4.—5. 1. 
ll. Anilinblau . . .—6. | 4, 
12. Paranitro- 

0 at ata keinen Einflu® 


13. Chrysoidin. . | 4,.—5. 5. 


le Ww bo 


Das Triibungsoptimum ohne Farbstoff liegt beim 5.—6. Réhreher 
Die Nummern sind die der RG6hrchen. 
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b) Casein mit sauren Farbstoffen. 





Verdiinnung der Farhstoffe 
Farbstoffe bo 
500 1000 2000 
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. Tartrazin. 

2. Eosin . 

. Kongorot : 
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. Wasserblau. 

. Alizarinsulfosaures 
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. Pikrinsaures Natrium 
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II. a) Albumin mit basischen Farbstoffen. Bi 





Verdiinnung der Farbstoffe Br 
Farbstoffe 
2000 3000 5000 7500 10.004 


. Methylenblau . 

. Kristallviolett 

. Parafuchsin . 

. Diaminoacridin- 
chlorid 

. Trypaflavin . 

Methylgriin 
Pyronin. 

. Nilblau . : 
. Bismarckbraun 
. Safranin 

. Anilinblau 

. Paranitrophenol . . - 
.Chrysoidin .... (2.—3. 4.- 


whe 
mo 


— 


GO ~1 S or 
ww NS w& Se 
oe OF 
wow 


= 
= 


aed 
wu 


ae 

who © 
- Ww 
Stott 

aonou. 


~ 


' 
a 
o 


(Triibungsoptimum ohne Farbstoff 4.—5.) 
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Paranitrophenol hat gar keinen Einflu8 auf das Fallungsoptimum, 
aber der Einflu8 auf das Triibungsoptimum ist sehr stark, und zwar wird 
bei 50000mal verdiinntem Farbstoff noch das Optimum auf 3.—5. ver- 
schoben. Beim Versuch mit 200mal verdiinntem Chrysoidin sah ich Fallung, 
schon ehe ich Eiwei®B hinzufiigte. 


b) Albumin mit sauren Farbstoffen. 





Verdiinnung der Farbstoffe 
Farbstoffe 
1000 2000 5000 10000 20000 


Wartnaae ee 6.—8. | 6.—7. | 5.—6. 
4 EKosin r 
. Kongorot . 
Naphtholorange. 
_Saurefuchsin . 
. Alkaliblau 
. Wasserblau. 
. Alizarinsulfosaures 

Natrium . in ated . 
. Pikrinsaures Natrium 7.—8. 
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III. a) Globin mit basischen Farbstoffen. 





Verdiinnung der Farbstoffe 
Farbstoffe 
500 1000 5000 10000 20.000 


|.Methylenblau .. . %; 
2. Kristallviolett . 
3. Parafuchsin . : 
. Diaminoacridinchlorid 
5. Trypaflavin . 
}. Methylgriin 
. Pyronin. 
. Nilblau . 
9. Bismarekbraun 
10. Safranin 
11. Anilinblau 
12. Paranitrophenol 
13. Chrysoidin 
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(Triibungsoptimum ohne Farbstoff 5.—6.) 


200 mal verdiinntes Bismarckbraun fallt ohne Zusatz von EiweiB gleich. 
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b) Globin mit sauren Farbstofien. 





Verdiinnung der Farbstoffe 
Farbstoffe 
500 1000 2000 3000 5000 10.000 


Tartrazin 

Eosin . re 
Kongorot .. . 
Naphtholorange 
Saurefuchsin 
Alkaliblau . 
Wasserblau 
Alizarinsulfo- 
saures Natrium 

. Pikrinsaures 
Natrium. 
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SchluB8bemerkung. 


Die Anwendung der Ergebnisse auf die Theorie der histologischen Féirbung, 


Wir sehen aus diesen Untersuchungen, da8 die Affinititen ver. 
schiedener KiweiBkérper zu verschiedenen Farbstoffen deutlich spezi- 
fische, nicht vorauszusehende Unterschiede aufweisen. So ist 7. BR 
nicht vorauszusehen, da Casein zu basischen Farbstoffen eine so geringe 
Affinitit hat. Dafiir, daB eine Bindung zwischen einem Farbstoff. 
kation und einem EiweiBanion zustande kommt, geniigt nicht einfach 
die entgegengesetzte Ladung der beiden K6rper. So haben ja z. B. auch 
Cl- und Na’ eine entgegengesetzte Ladung, und doch binden sich diese 
lonen nicht merklich zu einem Molekiil NaCl, welches ja nach den neueren 
Anschauungen iiberhaupt nicht existiert, weder in Lésung, noch im 
Kristall. Die Bindung zwischen Farbstoff und Eiwei8 entspricht nicht 
einer ,,Salzbildung*‘ iiberhawpt, sondern der Bildung eines undisso. 
ziterten Salzes. Uber die Bildung eines solchen aber gibt uns die Gegen. 
sitzlichkeit der Ladung von Anion und Kation keinen AufschluB, dies 
ist vielmehr eine spezifische Eigenschaft des betreffenden Salzes 

In der Histologie sind seit langen Zeiten Fille bekannt, wo z. B 
zwei saure (oder zwei basische) Farbstoffe im Gemisch sich zwischen 
zwei Gewebsbestandteilen spezifisch verteilen; z. B. bei der van Gieson. 
Farbung (Eosin—Pikrinséure) farben sich Blutkérperchen mit Eosin, 
Bindegewebe mit Pikrinsiure, und viele andere Beispiele (Methylgriin- 
Pyronin usw.). Durch die jetztigen Untersuchungen ist zwar keine 
Erkldérung dieser Erscheinung im eigentlichen Sinne gegeben. aber 
es ist doch im Reagenzversuch gezeigt worden, daB solche Spezifitiiten 
mit anderen erkennbaren Eigenschaften der Substanzen zusammen- 
hangen. 
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Beitrige zur Kenntnis der physiologischen Wirkung 
der proteinogenen Amine. 


VI. Mitteilung. 
Vegetatives Nervensystem und spezifisch-dynamische Wirkung. 


Von 
J. Abelin 
(Aus dem physiologischen Institut der Universitat Bern.) 
(Eingegangen am 31. Januar 1923.) 


Mit 4 Abbildungen und 9 Tabellen im Text. 


In der Stoffwechsellehre nimmt das Eiwei8 in mehrfacher Be- 
ziehung eine Sonderstellung ein. Im Gegensatz zu den Kohlehydraten 
und Fetten findet man bei den EiweiBkérpern eine wesentliche Differenz 
zwischen dem physikalischen und dem physiologischen Wiarmewert, 
was mit der unvollstandigen Oxydation des EiweiBes im Organismus 
gusammenhangt. Auch in bezug auf das Verhalten im Tierkérper 
weichen die EiweiBkérper von den Kohlehydraten und Fetten ab, 
indem der gesunde erwachsene Organismus immer bestrebt ist, das 
gesamte ihm zugefiihrte Nahrungseiweif zu zersetzen und den Stickstoff 
auszuscheiden, wihrend dagegen ein UberschuB8 von Zucker oder Fett 
leicht abgelagert wird. Fir die weitere Betrachtung ist aber von be- 
sonderem Interesse, die eigentiimliche Beeinflussung, welche der Stoff- 
_ wechsel bei ausgeschalteter chemischer Wirmeregulation durch Eiweif- 
aufnahme erfihrt. Wenn auch jede Nahrungszufuhr die Warmebildung 
in die Hohe bringt, so ist es doch am meisten der Fall nach einer Eiweif- 
nahrung. Rubner bezeichnete deshalb die EiweiBkérper als spezifisch- 
dynamisch wirkende Stoffe. Als Ursache der spezifisch-dynamischen 
Wirkung wird von Rubner eine Anregung der Zelltitigkeit, von Zuntz 
die Verdauungsarbeit, von Tangl die sogenannte ,,Ernihrungsarbeit* 
angesehen. Nach (Grafe') soll die Ammoniakabspaltung und nach 
Graham Lusk?) die Umwandlung der Aminsauren in Keto- und Oxy- 


1) BE. Grafe, Deutsch. Arch. f. klin. Med. 1916. 
*) G. Lusk, Journ. of biol. Chem. 20, 36; Malys Jahresber. 1916 u. 1919. 
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sauren, in erster Linie in Milchsaure, den wirksamen Reiz fiir die 
wechselerhéhung liefern. 

Bei der vorliegenden Arbeit wurde versucht, an das Problei) 
spezifisch-dynamischen Wirkung von einer anderen Seite heranzut) te; 
und zwar im Anschlu8 an Untersuchungen, welche die nahen |}ez; 
hungen des vegetativen Nervensystems zu den Stoffwechselvorgiingey 
zeigen konnten'). Es konnte dort nachgewiesen werden, dali dic 
typischen Vertreter der das vegetative Nervensystem angreifendey 
Mittel den gesamten Stoffumsatz sehr wesentlich beeinflussen. Nac) 
Zufuhr von Tyramin und Phenylithylamin, von Adrenalin, Cholin 
Pilocarpin, Atropin geht der Stoffwechsel in die Héhe. Es ware richtige: 
an die Spitze dieser Reihe die wirksamen Schilddriisenstoffe zu setzen 
denn es liegen bereits zahlreiche Anhaltspunkte dafiir vor, dal auch 
die Stoffwechselerh6hung nach Thyreoideazufuhr auf einer Erregung 
des vegetativen Nervensystems beruht. Es lag nun der Gedanke nahe 
zu prifen, ob nicht auch bei derjenigen Stoffwechselerhéhung, welche 
durch die Aufnahme von Eiweif bedingt wird, eine Beteiligung des 
vegetativen Nervensystems vorliegen kénnte. 

Vermuten wir Beziehungen zwischen zwei oder mehreren Faktoren, 
so miissen wir den einen Faktor verindern und dann zusehen, ob auch 
der andere Faktor mitverandert wird. Bei der Vermutung von Be. 
ziehungen zwischen dem vegetativen Nervensystem und der spezifisch. 
dynamischen Eiwei®wirkung muBte demnach festgestellt werden, o} 
bei einer experimentell hervorgerufenen Veriinderung des Zustandes 
des vegetativen Nervensystems auch die spezifisch-dynamische Wirkwng 
verandert wird. 

Es wurde daher die spezifisch-dynamische Wirkung des Eiweibes 
unter normalen Bedingungen und nach Darreichung von vegetativ erregenden 
Mitteln, wie Schilddriise, Tyramin-Phenylathylamin, Adrenalin, bestimmt. 
Als Eiwei8quelle diente rohes Fleisch. In einigen Versuchen wurde auch 
das Verhalten der spezifisch-dynamischen Wirkung des Rohrzuckers unter 
sucht. Im einzelnen war der Versuchsplan folgender. Bei einer Temperatur 
von 28 bis 30°, d. h. bei Ausschaltung der chemischen Warmeregulation, 
wurde im Gaswechselversuch bei Ratten der Erhaltungsumsatz festgeste!lt 
Darauf wurde der Gaswechsel bei gleicher Temperatur nach Eiwei®fiitterung 
bestimmt. Nun erhielten einige Tiere Tyramin + Phenylathylamin, andere 
Thyreoideapraparate, wieder andere sehr geringe Mengen von Tyramin 
+ Phenylathylamin nebst sehr geringen Mengen von Schilddriise. In 
zwei Serien wurde auch Adrenalin eingespritzt. Nach Verfiitterung dieser 
Stoffe ging der Erhaltungsumsatz in die Héhe. Darauf wurde den so vor 
behandelten Tieren wieder die gleiche Fleischmenge verfiittert. Die spezi 
fisch-dynamische Wirkung war nun um ein Vielfaches héher, als im nor 
malen Zustand ”). 

*) J. Abelin, diese Zeitschr. 129, 1922. 

2) Vgl. vorlaufige Mitt. Klin. Wochenschr. 1922, 8. 2188 und Sitzungs! 

d. Med. Biol. Sekt. d. Schweiz. Nat. Gesellsch. vom 24. Aug. 1922. 
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Es ergibt sich somit, da die spezifisch-dynamische Wirkung, wie 
jed: biologische Reaktion, in erster Linie von zwei Faktoren abhiangt: 
|. von der Natur und der Intensitdt des ausgelésten Reizes und 2. von 
der ..Erregbarkeit’’ des Gebildes, d. h. ven seiner Fahigkeit, anf Ande- 
rungen in seiner Umgebung zu reagieren. In der vorliegenden Unter- 
suchung war der Reiz oder das Reizmittel (das Fleisch) wahrend der 
ganzen Versuchsdauer das gleiche geblieben. Was kiinstlich geandert 
wurde, war die Erregbarkeit des vegetativen Nervensystems. Der 
Erfolg war, wie erwihnt, eine hohe Steigerung der spezifisch-dyna- 
mischen Wirkung. Es dringt sich dabei von selbst die Hypothese auf, 
daj auch unter normalen Bedingungen das vegetative Nervensystem 
an der spezifisch-dynamischen Wirkung beteiligt ist. Denn es ist doch 
wenig wahrscheinlich, das durch die Darreichung von vegetativ er- 
regenden Substanzen ganz neue Momente in die spezifisch-dynamische 
Fleischwirkung gebracht wurden. Vielmehr ist die Annahme berechtigt, 
daB dadurch nur die Funktion bestimmter, auch normalerweise tatiger 
Faktoren erhéht wurde. Dafiir spricht auch der Umstand, daB die 
spezifisch-dynamische Wirkung zur Norm zuriickkehrt, sobald auch 
die erhéhte Erregbarkeit des vegetativen Nervensystems voriiber ist. 
Die spezifisch-dynamische Wirkung wird nicht nur von Individuum 
zu Individuum, sondern auch bei der gleichen Person zu verschiedenen 
Zeitpunkten verschiedene Werte ergeben kénnen, je nach dem Ver- 
halten des vegetativen Nervensystems. Tatsichlich variieren gewohnlich 
die Werte der spezifisch-dynamischen Wirkung bei einzelnen Versuchs- 
personen sehr betrachtlich (10 bis 20° und sogar mehr). 

Die spezifisch-dynamische Wirkung ist also mit dem gesamten 
Stoffumsatz im Organismus sehr eng verkniipft und bei jedem Ver- 
suche einer Erklarung der spezifisch-dynamischen Wirkung miissen 
die allgemeinen Stoffwechselgesetze in erster Linie beriicksichtigt werden. 
Der Stoffwechsel des gesunden erwachsenen Organismus stellt ein 
ziemlich konstantes, stabiles System zweier entgegengesetzter Reak- 
tionen, des Auf- und Abbaues, der Assimilation und Dissimilation, dar. 
Die Stabilitat dieses Systems ist keine absolute. Denn die leichte An- 
passung der Stoffwechselvorginge an die auBeren Bedingungen, bald 
die Erh6hung, bald die Herabsetzung der assimilatorischen oder dissi- 
milatorischen Prozesse bei Arbeit, Temperaturainderungen, Nahrungs- 
aufnahme usw., gehért zur ersten Voraussetzung des normalen Lebens. 
Worauf es aber hier ankommt, ist eben die Tatsache, daB der Stoff- 
umsatz seinen urspriinglichen normalen Wert wieder erlangt, sobald 
die stérenden aiuBeren Momente voriiber sind. Diese Tendenz, die 
Stoffumwandlungen im gesunden erwachsenen Organismus auf einer 
ganz bestimmten Hohe zu halten, findet bekanntlich ihren Ausdruck 
in der GréBe des Ruheumsatzes und des FErhaltungsumsatzes, wenn 

18* 








276 J. Abelin: 


auch die chemische Warmeregulation ausgeschaltet ist. Sind 
Bewegung, Arbeit, Wiarme, Kalte usw. Faktoren, welche nur ¢ 
voriibergehende Stoffwechselinderungen bewirken, so gibt es 
der anderen Seite Momente, welche viel bedeutender und in e1 
Linie viel anhaltender den Stoffwechsel beeinflussen. Von den chemisv 
Stoffen, welche hierzu gehéren, wollen wir nur die Wirkungsweise «| 
Schilddriisenstoffe und einiger proteinogener Amine einer naheren 
Analyse unterwerfen. 

Die Wirkung der Thyreoidea auf den Stoffwechsel wird gewohnlic-} 
als eine Erhéhung der Dissimilationsvorginge charakterisiert. Dies: 
Auffassung trifft insofern zu, als sie nur die ersten Stadien der Schili- 
driisenwirkung beriicksichtigt, wo tatsichlich eine Steigerung de 
Abbauprozesse im Vordergrunde steht. Ein solches dauerndes Uber. 
wiegen der Dissimilation gegeniiber der Assimilation ist mit dem 
normalen Ablauf der Lebensprozesse unvereinbar. Hier greift nin 
die Regulation, die ,,Selbststewerung (Hering) ein. Die erhéhte Dissi- 
milation wird allmahlich ausgeglichen, und zwar dadurch, daB auch 
die assimilatorischen Krafte erhdht werden. Nach einiger Zeit ist das 
urspriinglich gestérte Verhiltnis zwischen Assimilation und Dissi- 
milation wieder hergestellt. Der einzige Unterschied gegeniiber dem 
Normalzustande ist nur der, da der An- und Abbau numerisch héhere 
Werte aufweist, sich aber sonst die Wagschale hilt. Dieses neue. 
, hoher eingestellte’ Gleichgewicht ergibt wieder ein ziemlich stabiles 
System, welches auch noch einige Zeit nach dem Aufhéren der Schild- 
driisenzufuhr bestehen bleibt. Darauf beruht die sowohl praktisch 
wie theoretisch wichtige ,,Nachwirkung™ der Schilddriisenmedikation ') 

Die Riickkehr zum normalen Stoffumsatz beim Abklingen der 
Schilddriisenwirkung mu8 man sich so vorstellen, daB jetzt die zuerst 
erwachten dissimilatorischen Krafte auch zuerst beginnen, allmahlich 
kleiner zu werden. Dieses fiihrt zu einem Stadium, wo das Gleich- 
gewicht wieder gestért ist, diesmal aber durch ein Uberwiegen dei 
Assimilation. Auch dieses Stadium kann kein dauerndes sein. Dic 
Herabsetzung der Dissimilation ruft kompensatorisch eine Abschwichuny 
der Assimilation hervor. Die allmahliche Abnahme der Intensitat de 
beiden Prozesse fiihrt dazu, daB die normalen Werte des Ruheumsatzes 
wieder erreicht werden. 

Wenn wir uns diese wechselvollen Prozesse in ein Schema kleiden 
wollen, so gibt Abb. 1 die Entwicklung, Abb. 2 das Abklingen der Schild- 
driisenwirkung wieder. In Abb. 1 bedeutet ,,a‘“‘ den normalen physio- 
logischen Zustand, wo Assimilation und Dissimilation gleiche Wert: 
haben. ,,b°° bedeutet das erste Stadium der Schilddriisen- oder Amin- 


1) Vgl. Mitt. II, diese Zeitschr. 101, 1920. 
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wirkung mit dem Uberwiegen der dissimilatorischen Prozesse. — In 

haben wir ein Nacheilen der Assimilation gegeniiber der Dissi- 
milation und in ,,d° ist schlieBlich die erhGhte Dissimilation durch die 
erhéhte Assimilation vollstandig kompensiert. In Abb. 2 bedeutet ,.d°‘ 








Abb. 1 u. 2. Schematische Darstellung des Verhaltens des Stoffwechsels 
wahrend und nach der Schilddriisenfutterung. 


den erhéhten Stoffumsatz, der auch nach Unterbrechung der Schild- 
driisenzufuhr fortbesteht (,,Nachwirkung*). Bei c’ tiberwiegt die Assi- 
milation, wobei die Dissimilation immer noch den hohen Schilddriisen- 
wert aufweist. In 6’ ist auch die Assimilation kleiner geworden und. in 
a ist der Stoffumsatz zur Norm zuriickgekehrt. 


Fir die Richtigkeit der Auffassung, daB durch die Schilddriisen- 


priparate nicht nur, wie oft angenommen wird, die Dissimilation, 
sondern auch die Assimilation gesteigert wird, sprechen die direkten 


Beobachtungen am Tiere und die Er- 

gebnisse der Stoffwechselversuche, so- 

wie der Kérpergewichtsbestimmungen. 

Der Verlauf ist dabei folgender: Einige 

Tage nach der Schilddriiseneingabe 45.3, schematische Darstellung des Ver 
beginnt der Stoffwechsel in die Héhe baltens des Korpergewichtes nach Schild 

_— q . driisenfitterung. 

zu gehen, das Kérpergewicht nimmt ab. 

Im Laufe der nachsten Tage nehmen die Gewichtsverluste bestandig zu, 
trotzdem die Tiere dabei erfahrungsgemiB sehr viel fressen. Allmiahlich 
werden nun auch die Assimilationsvorginge erhéht und dadurch werden 
die weiteren lebensgefihrlichen Kérpergewichtsverluste aufgehalten. 
Klingt die Schilddriisenwirkung ab, so nimmt durch das Uberwiegen der 
Assimilation das Kérpergewicht zu und gelangt nach einigen Wochen 
zur friiheren Hohe zuriick, oftmals wird sogar der Verlust an Kérper- 
substanz iiberkompensiert. 
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Zusammenfassend ergibt sich, daB unter dem EinfluB von ‘| 
reoidea oder von Tyramin-Phenylithylamin der Stoffumsatz inner}, |, 
eines relativ kurzen Zeitabschnittes verschiedene Stadien durehma: \it 
Es ist wichtig festzustellen, daB sich die spezifisch-dynamische Wirk ing 
des Fleisches den verschiedenen Phasen des Stoffwechsels anpapt. | 
den ersten Tagen nach der Schilddriisenzufuhr oder nach der Einga!y 
von Tyramin-Phenylithylamin (bzw. Adrenalin) erleidet die spezifis«h- 
dynamische Wirkung keine Veriinderung gegeniiber der Norm. 
mit dem Ansteigen des Stoffwechsels nehmen auch die Werte de 
spezifisch-dynamischen Wirkung zu. Am héchsten ist wohl ihr Wert 
in derjenigen Periode, wo die Dissimilation zwar sehr gesteigert is 
die Assimilationskrifte aber noch wenig beeinfluBt sind. Dies ist «a. 
Stadium der ,,Dekompensation“, wo die den Stoffwechsel regulierend«) 
Mechanismen gestért, aber noch nicht einreguliert sind. Das System 
ist labil und spricht auf Stoffwechselreize, die nach Fleischaufnahme 
entstehen, sehr leicht an. Eine spezifisch-dynamische Wirkung von 
30 bis 40° ist in dieser Phase keine Seltenheit! Nach einiger Zeit 
mit der Ausbildung des ,,kompensierten*‘ Stadiums der Schilddriisen- 
wirkung, wird die spezifisch-dynamische Wirkung gewohnlich kleine 
trotzdem der Gaswechsel immer noch erhéht ist. 








i: 


ao eeemasendses an enasenks wananasabaran 





— 








} 
| 
4 








—— ee + 

















ty 

1 (es ; H 

l*77* Dai? vven i mw aes Xt 
re or £'s 


















































: 





vor wahrend 
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Abb. 4. Einflu® der Schilddriisenfiitterung auf die GroBe der spezifisch 
dynamischen Wirkung des Fleisches. 


Abb. 4, welcher die Zahlen der nachfolgenden Tabelle I zugruncd: 
liegen, bringt das Verhalten der spezifisch-dynamischen Wirkung 
sehr deutlich zum Ausdruck. Die gerade ausgezogenen Linien bedeuten 
die CO,-Ausscheidung, die gestrichelten Linien den O,-Verbrauch 
Die schraffierten Flaichen stellen die spezifisch-dynamische Wirkung 
dar. I, Ia, If und Ila sind Mittelwerte der Normalperiode (vor de1 
Verfiitterung von Schilddriise). IIIT, IV, V, VI, VIL und VIIT stellen 
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Erhaltungsumsatz, IIIa, IVa, Va, Via, Vila und VIIla die 
fisch-dynamische Wirkung in der ersten Periode der Schilddriisen- 


spe 
fitterung dar. Man sieht die Erhéhung des Gaswechsels, aber noch 


devilicher tritt die Zunahme der spezifisch-dynamischen Wirkung 
hervor. IXa, Xa, XIla und XIla zeigen, daB nach einiger Zeit die 
spezifisch-dynamische Wirkung wieder kleiner wird, trotzdem der 
Gaswechsel immer noch erhdht ist (,,kompensiertes Stadium’>). 

Was wir hier beim Verhalten der spezifisch-dynamischen Wirkung 
finden, ist im Grunde genommen eine sehr verbreitete Erscheinung, 
die haufig genug iiberall dort auftritt, wo der normale Organismus 
innerhalb kurzer Zeit vor ganz neue Aufgaben gestellt wird. Man 
denke an die Anfangsstadien des Fiebers, des Hungerstoffwechsels, 
der Infektions- und Herzkrankheiten usw. In dieser Phase sind be- 
kanntlich die Nebenerscheinungen viel deutlicher ausgesprochen als 
in den nachfolgenden Perioden, wo die Abwehrkrafte des Organismus 
Zeit gehabt haben, in den Vorgang regulierend einzugreifen und die 
Lebensprozesse den neuen Verhaltnissen mehr oder weniger anzupassen. 

Eine nihere Betrachtung der Tabelle IIT und VII zeigt, daB beim 
Abklingen der StoffwechselerhGhung die spezifisch-dynamische Wirkung 
manchmal wieder groB wird (vgl. Versuche 611 und 692). Auch diese 
scheinbar sehr sonderbare Erscheinung laBt sich unter Zugrunde- 
legung der angefiihrten Anschauungen leicht erkliren. Abb. 1 und 2 
zeigen, daB wir beim ganzen Zyklus der Stoffwechselverinderungen 
-wei Stadien haben, wo die Dekompensation am gréBten ist: zu Be- 
ginn (c, b), wo die Dissimilation > Assimilation und am SchluB (c’, 6’), 
wo umgekehrt die Assimilation >> Dissimilation, also eine Dekompen- 
sation ,,indux*‘ und ,,redux**. Auch in diesem Stadium des ,,redux* 
ist das System labil und leicht erregbar, und auch hier kann die spezifisch- 
dynamische Wirkung abnorm hoch werden. Auch dafiir liefert uns 
die Klinik zahlreiche Beispiele. 

Die spezifisch-dynamische Wirkung wird gewohnlich als ein Proto- 
plasmareiz charakterisiert. Dieser Ausdruck gibt die Art der Wirkung 
an. Er sagt aber nichts aus iiber die Mittel und Wege, die dazu fiihren. 
Die hier mitgeteilten Versuche sprechen dafiir, dab einer dieser Wege 
liber das vegetative Nervensystem fihrt. Ob er den einzig maBbgebenden 
Faktor darstellt oder ob daneben noch andere, bisher vollstaéndig un- 
bekannte Momente mitwirken, laBt sich nicht angeben. Jedenfalls sind 
enge Beziehungen zwischen dem Zustand des vegetativen Nervensystems 
und der spezifisch-dynamischen Fleischwirkung mit Sicherheit an- 
zunehmen. Die Ergebnisse der vorliegenden Untersuchung berechtigen 
daher zur experimentellen Priifung der Frage, ob man nicht in dia- 
gnostischer Hinsicht durch Bestimmung der spezifisch -dynamischen 
Wirkung des Fleisches eine Einsicht in den Erregbarkeitszustand des 
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vegetativen Nervensystems des betreffenden Menschen ge 
kénnte. Die schlechte Reaktion der Basedowkranken auf ein: 
miaiBige, aber auch auf eine sonst normale Fleischzufuhr laBt six 
leicht erkliren. So fanden z. B. #. Pribram und O. Porges' 
v. Noorden) bei einem Basedowpatienten sehr bedeutende Zuna 
des Sauerstoffverbrauchs und betrichtliche Kérpergewichtsabnal 
als der friiher eiweiBfreien Nahrung immer gréBere EiweiBm 
zugesetzt wurden. Das Verhalten der spezifisch-dynamischen Wi: 
bei Basedow ist noch sehr wenig untersucht. R. Weisz und EF. Adler? 
fanden bei einem Basedowpatienten eine sehr hohe spezifisch-dynam ischy 
Wirkung des Rohrzuckers, und Rolly*) hat ebenfalls an einem Basedow. 
kranken feststellen kénnen, das nach der Schilddriisenoperation ii 
spezifisch-dynamische Wirkung des EiweiBes kleiner wurde. In zwei 
Fallen von Basedow, die von Aub und Means‘) untersucht wurden 
entsprach dagegen die spezifisch-dynamische Wirkung des Fiweilses 
der Norm. Die Lésung der ganzen Frage wird durch verschieden 
Umstande erschwert. Das Wesen der Krankheit ist eben nicht aut 
geklart, und immer erscheint es noch fraglich, ob beim Basedow cin: 
Hyper- oder eine Dysfunktion oder vielleicht beides vorliegt. Zude 
muB meines Erachtens auch las Stadiwm der Krankheit beriicksichtiyt 
werden. Abb. 4 zeigt, daB nach Schilddriisenfiitterung die spezifisch- 
dynamische Wirkung in verschiedenen Zeitabschnitten ganz verschi 
dene Werte aufweist. Ahnliches ist auch beim Basedow denkbar 
Ein frischer Basedowfall kann auf EiweifSzufuhr anders reagieren als 
ein anderer Fall, wo die Krankheit bereits voll ausgebildet ist. 
Welche Stoffe im Fleische bzw. im Eiwei8 die spezifisch-dyna 
mische Wirkung auslésen, ob diese Stoffe im Fleische schon praformicr' 
sind und etwa zum Typus der akzessorischen Nahrstoffe gehoren 
oder ob sie erst bei der chemischen Verarbeitung des EiweiBes in 
tierischen Organismus entstehen (Amino- oder Oxysauren nach Lius/ 
ist noch unklar5). Es ist nicht daran zu zweifeln, daB das Schema 
EiweiB —» Aminosiuren und Aminosiuren —> Eiweib, oder Amino- 
siure <-> Oxy-Ketosiiure kein vollstiindiges Bild vom Verhalten de 
tiweiBkérper im Organismus gibt. Es liegen viele Anhaltspunkt 
dafiir vor, daB beim intermedidiren EiweiBstoffwechsel eine gréber 
Reihe von Stoffen entsteht. Unsere positiven Kenntnisse in diese 
Richtung sind aber noch zu gering, um nur eine bestimmte Substanz 


1) EB. Pribram und O. Porges, Wien. klin. Wochenschr. 1908, Nr. 46 

2) R. Weisz und E. Adler, Klin. Wochenschr. I, 8. 1592, 1922. 

3) Rolly, Deutsch. med. Wochenschr. 1921, 8S. 917. 

4) Aub und Means, Arch. of intern. med. 28; Chem. Zentralbl. 1, 
593, 1922. 

5) Versuche dartiber sind im Gange. 
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r eine gewisse Etappe der Eiweibzerlegung fiir die spezifisch-dyna- 


sche Wirkung verantwortlich zu machen. 
Aus den bereits in der Mitteilung V beschriebenen Versuchen geht 
die Bedeutung des vegetativen Nervensystems fiir die Stoffwechsel- 


unalime / prozesse hervor. Die Versuche der vorliegenden Arbeit sprechen nun 

nahi ner aber dafiir, daB das vegetative Nervensystem seinerseits durch die inter- 

Bmenger medidren Stoffwechselprodukte beeinflubt wird, ein Verhalten, welches 

Wirkung in der Physiologie nicht isoliert dasteht. Beide Prozesse scheinen 
Adler?) & innigst miteinander verbunden zu sein, und es ist nicht ausgeschlossen, 

lamMischy daB die groBe Bedeutung der Eiweibkérper und insbesondere des 

asedow. & Fleisches nicht zuletzt auch in einer physiologisch notwendigen Reiz- 
tion die wirkung der Abbauprodukte auf das vegetative Nervensystem zu 
In zwei & suchen ist. 

wurden 

RiweiBes Experimentelles. 

hieden: Zu den Versuchen dienten weiBe Ratten, an denen der Gaswechsel 
| peer nach der Methode von Haldane untersucht wurde. Auf eine nahere Schil- 

aul . ° . ° ° 

derung der Methodik kann verzichtet werden, da diese bereits in den 
OW eine ay ‘ . . : 7 ; 
= om friiheren Mitteilungen genau beschrieben ist. Es sollen nur einige Ab- 
Zuden anderungen der Versuchsanordnung erwahnt werden. Wahrend die friiheren 
‘sichtigt Versuche bei Zimmertemperatur ausgefiihrt wurden, wurde hier der Gas- 
aT ae wechsel zur Ausschaltung der chemischen Warmeregulation bei einer 
zifisch : os 
eench: lemperatur von 28 bis 30° bestimmt. Hodhere Temperaturen (z. B. bis 33°) 
TSC hie . Ape ° os ys y : 

: wurden vermieden, da einige diesbeztigliche Versuche gezeigt haben, dal 
enkbar : oberhalb von 31° die Tiere ziemlich stark unter der Wiairme zu leiden be- 
ren. als ginnen. Von besonderer Wichtigkeit ist eine mdglichst genaue Ermittlung 
bE des sogenannten Erhaltungsumsatzes, d.h. des Ruheumsatzes im _ voll- 
— standig niichternen Zustand bei ausgeschalteter chemischer Warme- 

E, regulation. Es miissen dazu eine Reihe von AngewOhnungsversuchen am 
ormicrt pia aire a te wad : A ‘ 

ng ;' lier vorgenommen werden. Einige Tage hintereinander kommen die Ratten 

ehoéren in den Respirationskasten und verbleiben hier waihrend 5 bis 8 Stunden 

Bes in bei 28 bis 30°C. Erst dann darf mit dem eigentlichen Versuch begonnen 

Lusk werden. Die Dauer der einzelnen Versuche soll nicht zu kurz sein und soll 

—— mindestens 3 Stunden betragen. 

“nema 

Rin Die sicherste Methode zur Bestimmung der spezifisch-dynamischen 
Wirkung ist die gleichzeitige Ermittlung des Stoff- und Energiewechsels 

, g g g g 
en der @ im Respirationskalorimeter, wie es von Rubner, Benedikt und anderen 
punkt ausgeftihrt wurde. Leider stand mir ein solecher Apparat nicht zur Ver 


robert fiigung, und die Bestimmung der spezifisch-dynamischen Wirkung erfolgte 
auf Grund der Zunahme des Sauerstoffverbrauchs und der vermehrten 
Kohlensiureausscheidung. Aus der GréBe der Sauerstoffaufnahme kann 
unter Beriicksichtigung des respiratorischen Quotienten die Wiarmeent 
wicklung mit ziemlicher Genauigkeit berechnet werden (vgl. die Be 
rechnungen weiter unten). Bei der Berechnung der spezifisch-dynamischen 
Wirkung wurde die Héhe des Erhaltungsumsatzes zugrunde gelegt. Unter 
dem EinfluB8 von Schilddriise oder von Tyramin-Phenylithylamin geht 
der Erhaltungsumsatz in die Héhe. Es wurde daher so verfahren, dais 
nach Eingabe dieser Priaparate der Erhaltungsumsatz erneut bestimmt 
wurde und die spezifisch-dynamische Wirkung mit dem neuen Erhaltungs- 


diese 


bstanz 
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umsatz verglichen wurde. Da bei fortdauernder Zufuhr von Schildd 
oder Tyramin-Phenylathylamin der Erhaltungsumsatz immer gréBer 

groBer wird, muBte wihrend der Periode der Thyreoideaverfiitterung 
jedem Versuchstage zuerst der Erhaltungsumsatz und dann die spezifi- 
dynamische Wirkung bestimmt werden. 

Im Durchschnitt findet man bei normalen Ratten die spezifis 
dynamische Wirkung des Fleisches zu etwa 10%. Es gibt aber einz 
Tiere, welche auf die Fleischzufuhr nur mit einer ganz geringen Erhoh 
der Oxydationen reagieren (vgl. die Versuchsserie vom 20. Januar 
31. Marz 1922). Andererseits gibt es Tiere, welche eine hdhere spezifis: 
dynamische Wirkung aufweisen (vgl. Versuchsserie vom 21. Juni 
24. Juli 1922). Es ist kaum anzunehmen, da® der geringe Effekt de 
spezifisch-dynamischen Wirkung, den man bei manchen Tieren findet, «iif 
das Kompensationsgesetz zuriickzufiihren ist, denn die Versuche wurden 
ja sehr nahe der kritischen Temperatur ausgefiihrt (bei der Ratte liegt di 
kritische Temperatur bei etwa 31 bis 33°C, die Versuchstemperatur war 2s 
bis 30°). AuBerdem war bei manchen Tieren bei der derselben Versuch: 
temperatur die spezifisch-dynamische Wirkung normal oder sogar etwa 
erhoht. Vielleicht handelt es sich in diesen Fallen um eine verschiede: 
leichte Erregbarkeit des vegetativen Nervensystems. 

Die Versuche iiber die spezifisch-dynamische Wirkung wurden in de: 
Weise ausgefiihrt, daB die Tiere 15 bis 18 Stunden nach der letzten Nahrung: 
aufnahme mit einer abgewogenen Menge Fleisch gefiittert wurden und 
4 bis 1 Stunde darauf in den Respirationsapparat kamen. Um bei de: 
Gewichtsbestimmung des Versuchskastens Wagefehler infolge Temperatur 
differenz zu vermeiden, wurde der leere Respirationskasten zuerst auf ein: 
Temperatur von 28 bis 30° erwirmt. Die Ratte wurde dann rasch in den 
Kasten gebracht und schnell gewogen. Die ganze Operation dauerte nur 
einige Minuten, so daB nur eine geringe Abkiihlung eintrat. Ebenso wurd 
nach SchluB des Versuchs der Kasten mit der Ratte schnell zur Wagung 
gebracht. Zu groBe Temperaturdifferenzen zwischen der ersten und zweiten 
Wagung des Kastens sind unbedingt zu vermeiden, da sie erhebliche Fehle: 
im Sauerstoffverbrauch ergeben kénnen. 


Es sei noch kurz das Verhalten der Tiere bei der erhéhten AuBen 
temperatur erwihnt. Bei allen Ratten hat sich ausnahmslos fest 
stellen lassen, da besonders in den ersten Tagen nach Zufuhr von 
Thyreoidea, Tyramin-Phenylathylamin oder Adrenalin die Temperatw 
von 28 bis 30° von den Tieren viel schlechter ertragen wurde als zuvor 
Diese verminderte Toleranz gegen Temperaturerhéhung war das erst 
und sichere Zeichen der beginnenden Stoffwechselwirkung der Priparat: 


Nach Zufuhr von Schilddriise oder von Tyramin-Phenylithylamin 
nimmt der Sauerstoffverbrauch und somit die Wiairmebildung erheblich 
zu (30 bis 50%), die Warmeabgabe wird aber viel weniger beeinfluit 


Oberfliche  \ 
K6rpergewicht ) 
das Kérpergewicht abnimmt, und die Wiarmeabgabe durch Leitung 
und Strahlung kann somit zunehmen. Auch der Wirmeverlust durch 
Wasserverdampfung kann durch vermehrte Respirationsfrequenz in 


Die relative Oberfliche ( wird zwar etwas gréBer, da 
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die Héhe gehen. Trotzdem ist doch ein gewisses MiBverhaltnis zwischen 
Warmebildung und Warmeabgabe, wenigstens in der ersten Zeit nach 
Schilddriisen- oder Amineingabe, sehr wahrscheinlich. Wird nun ein 
solches Tier einer AuBentemperatur von 28 bis 30° ausgesetzt, so ist 
die Warmeabgabe noch mehr erschwert und es kommt leicht zu einer 
Warmedyspnoe. Das ganze Phinomen kann also vom rein physika- 
lischen Gesichtspunkte aus erklirt werden. Ob daneben noch andere 
Faktoren mitspielen, laBt sich nicht sagen. Ich méchte die ganze Er- 
scheinung mit den Beobachtungen von Boldyreff und den neueren 
Arbeiten von Hauri und Ruchti!) in Zusammenhang bringen. Letztere 
Autoren fanden, da Kaninchen nach Entfernung der Schilddriise 
gegen Erhéhung der AuBentemperatur viel weniger empfindlich sind 
als Normaltiere. Die verminderte Empfindlichkeit gegen Erwarmung 
bei schilddriisenlosen Kaninchen und umgekehrt die erhéhte Empfind- 
lichkeit bei Zufuhr von Thyreoidea oder Tyramin-Phenylithylamin 
liefern neue Anhaltspunkte fiir die Beziehungen zwischen Schilddriise 
und Wiarmeregulation. 


\. Die spezifisch-dynamische Fleischwirkung bei Schilddriisenfiitterung. 
1. Versuch vom 13. Januar bis 21. Februar 1922. 

Diese sowie jede nachfolgende Versuchsserie zerfaillt in fiinf Ab- 
schnitte : 

1. Feststetlung des Erhaltungsumsatzes bei 28 bis 30°. 

2. Bestimmung der spezifisch dynamischen Wirkung bei det 
gleichen 'Temperatur. 

3. Darreichung der zu priifenden Praparate wahrend einiger Zeit. 
Darauf erneute 

4. Feststellung des veranderten Erhaltungsumsatzes bei 28 bis 
30° und 

5. Bestimmung der spezifisch dynamischen Fleischwirkung unter 
Beriicksichtigung des erhéhten Erhaltungsumsatzes. 

Als Mittelwert des Erhaltungsumsatzes wihrend der Normalperiode 
finden wir bei diesem Tiere 2,20 g CO, und 2,06 g O, pro Kilo und Stunde. 
Nach Fleischaufnahme stieg der Gaswechsel im Mittel auf 2,47 g CO, und 
2.25g O, pro Kilo und Stunde. Die spezifisch-dynamische Wirkung des 
Fleisches betrug demnach in der Normalperiode im Mittel 11,35% CO, 
und 8,4% O,. Nach fiinfmaliger Darreichung von 1% bis | Thyroidtablette 
(Burroughs Wellcome a 0,324) geht der Erhaltungsumsatz betrachtlich 
in die Héhe, die spezifisch-dynamische Wirkung des Fleisches nimmt zu 
gleich auBerordentlich zu. Wir finden am 2. Februar fiir die spezifisch- 
dynamische Wirkung einen Wert von 40,79, CO, und 30,6% O,, am 
1. Februar 36,3°, CO, und 24,4°, O,, am 6. Februar 31,8% CO, und 


1) L. Asher, Beitriage zur Physiologie der Driisen, Mitt. 40 u. 42; diese 
Zeitschr. 98 u. 105. 
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26,7% O,'). Tabelle 1 zeigt auch deutlich das allmahliche Abkling: 
Schilddriisenwirkung: sowohl Erhaltungsumsatz wie spezifisch-dynai 
Wirkung nehmen nach Aufhéren der Thyreoideazufuhr fortwahre: 
und niihern sich den Normalwerten. Der Erhaltungsumsatz der Ni Bsc 
periode betragt im Mittel 2,20 g CO, und 2,06 g O, pro Kilo und Stind By 
nach Abklingen der Schilddriisenwirkung finden wir am letzten Versu: 
2,34 g CO, und 2,20g O,, also beinahe tibereinstimmende Zahlen. 


8 
fallend ist, daB sowohl bei dieser Ratte wie bei der Ratte der Vers : 
serie 2 nach dem Abklingen der Schilddriisenwirkung die spezifisch- 28 
mische Wirkung nicht zum Vorschein kommt (vgl. Versuche 563, 565 23 
vom 15. Februar, 21. Februar, 11. April). 25 

Die Berechnung der Kalorienbildung ergibt folgendes Resultat ne 

Mittelwert des O,-Verbrauches wihrend der Normalperiode a 
pro Kilo und Stunde. 

Mittlerer Respirationsquotient der Normalperiode 0,785. BA 

Kalorienbildung pro Kilo und Stunde = 6,998. 

Mittelwert des O,-Verbrauches nach Fleischaufnahme (vor der 
driisendarreichung) = 2,25 g pro Kilo und Stunde. 

Mittlerer Respirationsquotient = 0,795. 

Kalorienbildung pro Kilo und Stunde 7,594. 7” 

Es ergibt sich somit eine erhéhte Wairmebildung von 8,5 %. 

Am 2. Februar (unter dem EinfluB8 der Schilddriisendarreichy); Be 
finden wir: 

Erhaltungsumsatz = 2,78 g O, pro Kilo und Stunde. = 


Respirationsquotient = 0,789. 
Kalorienbildung pro Kilo und Stunde 9,46 (gegentiber 6,995 Ca 
als Mittelwert der Normalperiode). 


Nach Fleischaufnahme finden wir am gleichen Tage einen O,-Verbra 
von 3,63 g pro Kilo und Stunde. 

Respirationsquotient = 0,855. 

Kalorienbildung pro Kilo und Stunde = 12,37 g, im Vergleich mit ce: 
Erhaltungsumsatz dieses Tages eine Steigerung von 30,76 °,. 

Am 4. Februar 1922. Erhaltungsumsatz 2,68 g O, pro Kilo und 
Stunde. 

Respirationsquotient = 0,823. 

Pro Kilo und Stunde gebildet 9,17 Cal. 

Nach Fleischaufnahme: O,-Verbrauch = 3,56 g pro Kilo und Stund 

Respirationsquotient = 0,842. 

Pro Kilo und Stunde gebildet = 12,24 Cal. 

Steigerung = 33,47 %. 

Am 6. Februar 1922. Erhaltungsumsatz 277g O 
Stunde. 

Respirationsquotient = 0,793. 

Pro Kilo und Stunde gebildet 9,42 Cal. 


2 


pro Kilo 


Nach Fleischaufnahme: O,-Verbrauch = 3,51 g pro Kilo und Stun 
Respirationsquotient = 0,805. 

Pro Kilo und Stunde gebildet 11,96 Cal. 

Steigerung = 27 %. 





1) Vgl. Abb. 4 auf S. 278. 
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J. Abelin: 


2. Versuch vom 23. Februar bis 11. April 1922. 

Bei 28°C betrug der Erhaltungsumsatz dieses Versuchstieres j 
Normalperiode 2,11 g CO, und 2,04 g Sauerstoff pro Kilo und St 
Die spezifisch-dynamische Wirkung des Fleisches war vor der Thyrecide, 
fiitterung rund etwa 5%, ein Betrag, der unter dem Durchschnittswert 

Am 5. Marz begann die Verfiitterung der Thyroidtabletten von |}, 
roughs Wellcome, und bereits am 9. Marz steigt die spezifisch-dynan 
Wirkung des Fleisches auf 12,7 °, O, und 9,4% CO, an. Die weitere Z 
von Schilddriisentabletten fiihrt zu einer immer hédher werdenden Zuna 
der spezifisch-dynamischen Wirkung, die am 15. Marz 28,7% O, 
34,8°, fiir Kohlensaiure betragt. Am 13. Marz bekommt das Tier 
letztenmal 0,28 g Thyreoidea. Nach einigen Tagen beginnt die Cirii(j 
des Erhaltungsumsatzes abzunehmen und zugleich wird auch die spezifisc' 
dynamische Wirkung des Fleisches kleiner. Fiir den nahen Zusamye 
hang zwischen dem Zustand des vegetativen Nervensystems, der Gril 
des Erhaltungsumsatzes und der Hohe der spezifisch-dynamischen Wirkwng 
spricht auch der Kontrollversuch vom 11. April. Man findet jetzt, einen 
Monat nach der letzten Schilddriisenfiitterung, eine bedeutende Anniiheriing 
des Erhaltungsumsatzes an die Normalperiode. 

Der Hrhaltungsumsatz war: 

a) In der Normalperiode im Mittel 2,11 g CO, und 2,04 g O, pro Kil 
und Stunde; 

b) auf der Hohe der Fiitterungsperiode mit Schilddriise (13. Marz 
3,56 g CO, und 3,24¢g O,; 

ce) 1 Monat nach der letzten Aufnahme von Thyreoidea (11. April 
2,57 g CO, und 2,39¢g O,. 

Auch die spezifisch-dynamische Wirkung des Fleisches sinkt vo. 
28,7 % CO, und 34,81 % O, am 13. Marz auf 12,7% CO, und 15,6% O, a 
30. Marz und am 11. April ruft die gleiche Fleischmenge keine Steigerung 
des Gaswechsels hervor. In ahnlichem Sinne sprechen auch das, Verhalten 
des Kérpergewichts des Tieres. Zu Beginn des Versuches war das Kérpe1 
gewicht der Ratte 143g, es sank auf 104,2 g nach Schilddriisenaufnahi 
und betrug am Schlusse des Versuches 147,4 g. 


3. Versuch vom 2. Juli bis 3. August 1922. 

Der Einflu8 der Schilddriisenfiitterung auf die GréBe der spezifisc! 
dynamischen Wirkung des Fleisches ist auch aus dieser Versuchsserie se|i1 
leicht zu ersehen. Nach Verfiitterung von insgesamt 1,78 g Thyreoid: 
wuchs die spezifisch-dynamische Wirkung mehr als um das Drei- bis Vier 
fache. Interessant ist noch der plétzliche Wiederanstieg der spezifisc| 
dynamischen Wirkung im Versuch N 611 vom 3. August, also in einen 
Stadium, wo die Schilddriisenwirkung zu einem groBen Teil bereits al 
geklungen ist (zweites ,,Decompensationsstadium™). Davon war bereits 
auf §. 279 die Rede. 


B. Die spezifisch-dynamische Wirkung des Fleisches bei Eingabe yon 
Tyramin und Phenylithylamin. 


1. Versuch vom 20. Januar bis 31. Mdrz 1922. 


Auch in dieser Versuchsserie handelt es sich um ein Tier, welches 11 
wenig auf die Fleischzufuhr reagiert. In den vielen Versuchen der Norm: 
periode, sowie wihrend der ersten Zeit nach Zufuhr von Tyramin wn 
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Proteinogene Amine, VI. 289 


iylathylamin war die spezifisch-dynamische Wirkung Null oder beinahe 
Nur in zwei Versuchen der Normalperiode konnte eine Gaswechsel- 
bhung von etwa 7 bis 10°, festgestellt werden. Fiir diesen und fiir die 
anderen Versuche mit Tyramin-Phenylaithylamin ist noch typisch, dab 
die Erhéhung des Gaswechsels in der Ruhe und die Zunahme der spezifisch- 
dynamischen Wirkung erst ganz langsam eintritt. Aber auch in dieser 
Versuchsreihe findet man, daB mit der Erhéhung des Gaswechsels auch die 
spezifisch-dynamische Wirkung groBer wird. Am 14. Marz sehen wir 
eine spezifisch-dynamische Wirkung von 13°, CO, und 19% O,, am 16. Marz 
97°, CO, und 18,5 °% O, und am 24. Marz sogar 37,4 ° CO, und 28,35 °, O,. 
Nach dem Aussetzen der Praparate nimmt der Gaswechsel ab und die 
spezifisch-dynamischeWirkung sinkt allmahlich. 


2. Versuch vom 23. Juni bis 2. August 1922. 

Mittelwert des Erhaltungsumsatzes wahrend der Normalperiode: 
2,00 g O, und 1,90 g CO, pro Kilo und Stunde. 

Mittelwert des Gaswechsels nach Fleischaufnahme: 2,29 g O, und 
2,07 g CO, pro Kilo und Stunde. 

Wahrend der Normalperiode betrug somit die spezifisch-dynamische 
Wirkung bei diesem Tier im Mittel 14,5°, CO, und 9% O,. Nach sechs- 
maliger Eingabe von Tyramin und Phenylathylamin per os geht die spezi- 
fisch-dynamische Fleischwirkung in die Hoéhe und erreicht am 12. Juli 
einen Wert von 21,2 ° CO, und 31,82 % O,. Am 18. Juli finden wir 24,75 % 
CO, und 14% O,, am 20. Juli 30,0° CO, und 35,1° O, und schlieBlich 
am 22. Juli 28,5% CO, und 25,26% O,. Am 21. Juli bekommt das Tier 
zum letztenmal Tyramin-Phenylathylamin, und die spezifisch-dynamische 
Wirkung bewegt sich von nun an in den Grenzen zwischen 13 bis 16%, 
also nur etwas mehr als in der Normalperiode. 

Wahrend sonst die Tiere eine Temperatur von 28 bis 30°C ziemlich 
gut ertragen und im Respirationskasten ganz ruhig sitzen, konnte auch 
bei dieser Versuchsreihe festgestellt werden, da wihrend der Zeitperiode, 
wo Tyramin-Phenylathylamin eingegeben wurde, die gleiche Temperatur 
viel schlechter ertragen wurde. Es konnte auch mehrmals beobachtet 
werden, daB die schwereren Warmestérungen meist in den ersten Tagen nach 
der Eingabe des Praparates auftreten. Nach mehrmaliger Zufuhr von 
Tyramin-Phenylaithylamin waren diese Nebenerscheinungen viel schwiacher 
ausgesprochen. 

3. Versuch vom 21. Juni bis 24. Juli 1922. 

Die Ergebnisse dieser Versuchsserie decken sich vollstandig mit den- 
jenigen der friiheren Versuche. Aus Tabelle VI ist leicht ersichtlich, daB 
nach Zufuhr von Tyramin-Phenylathylamin die spezifisch-dynamische 
Wirkung zunahm. Leider ging das Tier friihzeitig an einem Unfall ver- 
loren. Die Zahlen der Tabelle VI beweisen aber, daB erstens unter dem 
Einflu8 der proteinogenen Amine der Erhaltungsumsatz um etwa mehr 
als 25° zugenommen hat und zweitens, daB in den Versuchen vom 22. und 
24. Juli die spezifisch-dynamische Wirkung des Fleisches héher war als 
in der Normalperiode. Es ist noch hervorzuheben, da® diese Ratte schon 
vor der Eingabe des Tyramin-Phenylithylamins stirker auf Fleischzufuhr 
reagierte als andere Tiere. Die spezifisch-dynamische Wirkung war im 
normalen Zustande im Mittel 15,8°, CO, und 16,94, O,. Nach Tyramin- 
Phenylathylamin stiegen diese Zahlen auf 20,8°, CO, und 20°, O, und auf 
28,60°% CO, und 26,8 Og. 


Biochemische Zeitschrift Band 137. 19 
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Die spezifisch-dynamische Wirkung bei Eingabe von Thyreoidea, Tyramin 
und Phenylithylamin. 
Versuch vom 5. Juli bis 3. August 1922. 

In einer der friiheren Mitteilungen') wurde darauf hingewiesen, dab 
man bei gleichzeitiger Eingabe von geringen, an und fiir sich unwirksamen 
Mengen Thyreoidea und Tyramin-Phenylithylamin sehr starke Stoff- 
wechselerhGhungen erzielt und das dabei auch sehr starke Erregungen 
des vegetativen Nervensystems auftreten. Es war daher nicht ohne In- 
teresse, auch das Verhalten der spezifisch-dynamischen Wirkung zu priifen. 
Mittelwert des Erhaltungsumsatzes wiahrend der Normalperiode: 2,26 g CO, 
and 2,15 g O,-pro Kilo und Stunde. Mittelwert des Gaswechsels nach 
Fleischaufnahme: 2,56 g CO, und 2,23 g O, pro Kilo und Stunde. Bereits 
nach viermaliger Zufuhr ganz kleiner Mengen von Schilddriise - Tyramin, 
Phenylathylamin hat die spezifisch-dynamische Wirkung eine sehr wesent- 
liche Erhéhifng erfahren: von 13,394 CO, und 3,75% O, (als Mittelwert 
der Normalperiode) auf 31,0% CO, und 31,7% O,. Auch in den nach- 
folgenden Tagen war die spezifisch-dynamische Wirkung groB. Wie in den 
friiheren Versuchen nahm dann nach Aufhéren der Zufuhr der Praparate 
auch die GréBe der spezifisch-dynamischen Wirkung ab. Die spezifisch- 
dynamische Wirkung des Rohrzuckers hat nach Eingabe der Praparate 
keine wesentlichen Verainderungen erfahren. Es sei aber betont, da® sie 
jedoch um 5% erhdht wurde*). 


D. Versuche mit Adrenalin. 

An die Spitze derjenigen Stoffe, welche den sympathischen Teil des 
vegetativen Nervensystems erregen, ist wohl das Adrenalin zu _ setzen. 
Seine Wirkung auf den Ruheumsatz wurde in der V. Mitteilung dieser 
seitrage*) experimentell gepriift. Das Ergebnis war, da bei subkutaner 


Injektion Adrenalin, ebenso wie viele andere vegetativ erregende Substanzen, 
den Gaswechsel erhéht. Nur bei peroraler Zufuhr , die ja praktisch nicht 
in Betracht fallt, konnte eine Abnahme der CO,-Ausscheidung und des 
O,-Verbrauchs festgestellt werden. Es lag nun nahe, die Beziehungen der 
wiederholten Adrenalinzufuhr zur spezifisch-dynamischen Wirkung des 
Fleisches zu untersuchen. Bei der Ratte, welche zum 


Versuch vom 26. April bis 1. Juni 1922 
diente, war die spezifisch-dynamische Fleischwirkung vor der Adrenalin- 
zufuhr sehr gering. Am 10. Mai wurden 0,3 mg Adrenalin-HCl subkutan 
eingespritzt. Der Erfolg zeigte sich darin, da8 in den ersten Stunden nach 
der Injektion der Gaswechsel ganz betrachtlich zunahm: von 2,01 g CO, 
und 1,89 g O, pro Kilo und Stunde, als Mittelwert der Normalperiode, auf 
3,34 g CO, und 3,05g O,! Ferner zeigte sich die Hypersensibilisierung 
gegen die erhéhte AuBentemperatur: ebenso wie die mit Schilddriise (oder 
mit T'yramin-Phenylithylamin) behandelten Tiere ertrug auch diese Ratte 
nach der Adrenalininjektion die Temperatur von 29 bis 30° ganz bedeutend 
schlechter als zuvor. Wiahrend sonst die Tiere im Kasten ganz ruhig sitzen 
und bei 28 bis 30° keine Dyspnoe haben, konnten jetzt dyspnoische Er- 
scheinungen, wenn auch nicht sehr schweren Grades, festgestellt werden. 


1) Vgl. diese Zeitschr. 129, 25. 

2) Diese Zeitschr. 129, 1, 1922. 

3) Uber Versuche mit Rohrzucker soll niichstens gemeinsam mit 
R. Neuburger berichtet werden. 
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296 J. Abelin: 


Der Korper war langgestreckt, die Haare ganz naB. Die Erhéhung 
spezifisch-dynamischen Wirkung des Fleisches zeigte sich erst nach wir 
holter Adrenalininjektionen. 


ler 


Am 23. Mai finden wir eine Steigerung des 
Erhaltungsumsatzes nach Fleischaufnahme um 18,2°, CO, und 24,14°,, ( 
gegeniiber den Niichternzahlen dieses Tages. Es ist allerdings hervor. 
zuheben, da der Erhaltungsumsatz unter dem EinfluB von Adrenalin 
heruntergegangen ist, aber auch abgesehen davon, finden wir in der Adre. 
nalinperiode nach Fleischaufnahme Zahlen, die groBer sind als die Norma! 
werte. Im grofen und ganzen ist die Erhéhung der spezifisch-dynamischen 
Wirkung durch Adrenalineingabe etwas kleiner als durch Schilddriisen 


zufuhr oder Tyramin-Phenylathylamininjektion, aber doch sehr deutlic; 
ausgesprochen. 


Versuch vom 10. November bis 4. Dezember 1922. 

Fiir die Beziehung der spezifisch-dynamischen Wirkung zum Zustand 
des vegetativen Nervensystems ist diese Versuchsserie insofern von In- 
teresse, als es sich im vorliegenden Falle um ein Tier handelt, welches 
normalerweise auf Fleischzufuhr mit einer geringen Steigerung des FE: 
haltungsumsatzes reagierte. 

Mittelwert des Erhaltungsumsatzes wahrend der Normalperiode: 
1,86 g CO, und 1,82 g O, pro Kilo und Stunde. 

Mittelwert des Gaswechsels nach Fleischaufnahme: 2,18 g CO, und 
1,90 g O, pro Kilo und Stunde. 

Nur die CO,-Ausscheidung hat um 16,6 zugenommen, die Erhéhung 
des O,-Verbrauches betrigt 4,49%. Zu einem ahnlichen Resultat fiilirt 
auch die Berechnung des Kalorienumsatzes. 


Mittlerer Respirationsquotient der Normalperiode 0,741 (im Erhaltungs- 
umsatz). 


Kalorienbildung im Erhaltungsumsatz 8,845 g pro Kilo und Stunde 
(Mittelwert). 
Mittlerer Respirationsquotient nach Fleischaufnahme 0,832. 
Kalorienbildung nach Fleischaufnahme 9,31 g pro Kilo und Stunde 
(Mittelwert). 


Steigerung der Kalorienbildung nach Fleischaufnahme vor den /\dre- 
nalininjektionen = 5,3%. 

Nach wiederholter Einspritzung von Adrenalin ging aber auch hier 
die spezifisch-dynamische Wirkung in die Hohe, besonders wenn wir di 
Zahlen des Sauerstoffverbrauches beriicksichtigen. Die Kohlensiure- 
produktion ist um etwa das Doppelte bis Anderthalbfache im Vergleich 
mit dem Mittelwert der Normalperiode gestiegen, waihrend die Sauerstoff- 
aufnahme um ein vielfaches héher geworden ist. Eine Senkung des Er- 
haltungsumsatzes nach Adrenalinzufuhr konnte bei diesem Tier nur einmual 
festgestellt werden (vgl. Versuch vom 30. November), an den anderen 
Tagen weist der Erhaltungsumsatz keine wesentliche Veranderung gegen 
iiber der Normalperiode auf. 


Zusammenfassung. 


1. In Fortsetzung friitherer Untersuchungen iiber die Beziehungen 
des vegetativen Nervensystems zu den Stoffwechselvorgingen wurde 
die Bedeutung des vegetativen Nervensystems fiir die spezifisch-dyna- 
mische Wirkung der Eiweipkérper experimentell untersucht. Die Ver 


M ADnehen 


Ratte, 


Adrenalininjektionen. 


Spezifisch-dy namische Wirkung nach 


Vill. 
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} 


suche haben ergeben, daB in der Tat enge Beziehungen zwischen dem 
veg tativen Nervensystem und der spezifisch-dynamischen Wirkung 
besichen. Es konnte gezeigt werden, daB nach wiederholter Dar- 
reichung von Stoffen, welche die Erregbarkeit des vegetativen Nerven- 
systems erhéhen, wie z. B. von wirksamer Schilddriisensubstanz, von 
Ty imin und Phenylathylamin, nicht nur der Ruhe- und Erhaltungs- 
umsatz, sondern in noch erheblicherem Mafe die spezifisch-dynamische 
Wirkung des Fleisches in die Héhe geht. — Diese Beeinflussung des 
Stoffwechsels und der spezifisch-dynamischen Wirkung wird in der 
Arbeit einer naiheren Analyse unterzogen. Ahnlich wie Schilddriise 
und Tyramin-Phenylathylamin wirkt auch Adrenalin, allerdings in 
etwas schwiacherem MaBe. 

2. Fiir den nahen Zusammenhang zwischen dem Zustande des vege- 
tativen Nervensystems, der Hoéhe des Stoffumsatzes und der GréBe 
der spezifisch-dynamischen Fleischwirkung spricht auch der Umstand, 
dai einige Zeit nach dem Aussetzen der den Stoffwechsel anregenden 
Priparate nicht nur der gesamte Stoffwechsel, sondern auch die spezifisch- 
dynamische Wirkung allmahlich zum friheren normalen Wert zuriick- 
kehrt. 
3. Die sehr schwankenden Werte der spezifisch - dynamischen 
Wirkung, welche man bei einzelnen Tieren oder einzelnen Menschen 
findet, sind wahrscheinlich zum groBben Teil auf eine verschieden leichte 
Ansprechbarkeit des vegetativen Nervensystems zuriickzufiihren. 

4. Nach Darreichung von Schilddriise, von Tyramin und Phenyl- 
ithylamin oder von Adrenalin werden die Tiere gegen eine Erhéhung 
der AuBentemperatur bedeniend empfindlicher. 








Spezifische Zuckerwirkung bei Keimversuchen. 


Von 
F. Boas und F. Merkenschlager. 


(Aus dem Botanischen Laboratorium der Landwirtschaftlichen Hochse|i| 
Weihenstephan. ) 


(Eingegangen am 7. Februar 1923.) 


Mit 2 Abbildungen im Text. 


In mehreren Arbeiten hat der eine von uns (1) gezeigt, daB bei 
Aspergillus niger und bei Aspergillus oryzae die Wirkung der Zucker- 
arten sich in ganz bestimmten Reihen anordnen laBt, wenn man di: 
Eignung der Zuckerarten, die Bildung léslicher Starke zu veranlassen 
niher untersucht. Auf ahnliche Ideen geht eine Arbeit von Boas 
Langkammerer und Leberle (2) hinsichtlich der Girung ein. Es war 
wahrscheinlich, daB eine solche ,,spezifische Zuckerwirkung™ auch bei 
héheren Pflanzen in Betracht komme. Kein pflanzliches Objekt diirfte 
sich besser fiir solche Untersuchungen eignen als der Same der gelben 
Lupine, deren physiologische Sonderstellung nach den Untersuchungen 
von Merkenschlager (3) zum Teil auf den jeweiligen Vorrat an Kohle- 
hydraten zuriickgefiihrt werden muB. Die Wirkung von Glycerin auf 
Lupinenkeimlinge, die in CaCQO,-reicher Erde wuchsen, die Wirkung 
von Glucose auf Samen in sauerstofffreiem Wasser, von Saccharose 
und Glucose auf, Samen in einer Ca(NQ,).-Lésung wurde bereits bhe- 
schrieben. In der vorliegenden Arbeit suchten wir nun die Zucker- 
erndhrung den natiirlichen Verhdltnissen nach Moéglichkeit anzugleichen. 
mit anderen Worten die arteigenen Zucker, Galaktose und Arabinose. 
dem kohlehydratarmen und iiberaus eiweibreichen Samen von Lupinus 
luteus zuzufiihren. Es hat sich tatsichlich gezeigt, daB alle friiher unter 
suchten Zuckerarten in ihrer Wirkung iibertroffen werden durch die Galak:- 
tose. An die zweite Stelle riickt die Arabinose. Es sind diejenigrn 
Zuckerarten, auf die der biochemische und enzymatische Apparat d:' 
Lupine eingestellt ist. 6,36°%, der Trockensubstanz von Lupinus luteus 
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werden eingenommen von der Lupeose, die hydrolysiert Galaktose 
liefert (4). Der Aufbau der Zellwandverdickungen der Cotyledonen 
setzt sich aus Paragalacto-araban zusammen, das hydrolysiert Galaktose 
und Arabinose liefert (5). 


Zur Methodik der Versuche. Zu den ersten beiden Versuchen stand 
uns ein ausgezeichnetes Keimmaterial aus dem Jahre 1921 zur Verfiigung. 
Bei einer Reihe von Versuchen muBten wir mit dem iiberaus minderwertigen 
Saatgut des nassen Jahrgangs 1922 vorliebnehmen, das an Mischinfek- 
tionen auBerst zu leiden hatte (Mucor, Fusarium, Trichothecium, Faulnis- 
bakterien). Um gleiche Quellungsbedingungen zu schaffen, wurden alle 
Samenschalen angeritzt. Es ist ja bekannt, da sich unter den Lupinen- 
samen eine groBe Anzahl schwerquellbarer findet. Die Samen (in der Regel 
je 20) wurden in Petrischalen auf FlieBpapier ausgelegt, das mit je 12 cem 
der zu priifenden Lésungen getrankt wurde. Das Keimbeet wurde tiiglich 
zweimal vollig erneuert. Nur so konnte die Pilzinvasion beim minder- 
guten Saatgut eingedimmt werden. Vor dem Ubertragen der Samen in 
das neue Keimbeet wurden sie unter einem Wasserstrahl ausgiebig ge- 
waschen. Die Zeit, die bis zum Eintritt der Sichtbarkeit des Wurzelchens 
verstreicht und die Zahl der zu diesem Stadium gelangten Samen dienten 
uns als Kriterium fiir die Wirksamkeit der zugefiigten Stoffe. Die Schalen 
standen im Zimmerlicht (geschiitzt vor direktem Sonnenlicht) und bei 
Zimmertemperatur. 


Versuch 1. 

Herkunft der Samen: Franken, 2ler Ernte. 

Keimgiite: sehr gut. 

Versuchszweck: Die Keimung der Lupinen sollte in einer 1,2 proz. 
Lisung von Ca(NO,), verfolgt werden, gleichzeitig in derselben Loésung 
nach Zugabe eines Zuckers (Saccharose, Galaktose, Arabinose). 

Versuchsbeginn: 11. Dezember 1922 friih 9 Uhr. 





1,2% Ca(NOs).+ 
ae 1,2 
stunde Ca(NOs)o 


1% 1% : 10 
Galaktose | Arabinose Saccharose | Saccharose 


5 nachm. 
9 yvorm. 
2 nachm. 
5 nachm. 
9 vorm. 
2 mittags 
2 nachm. 
4,30 nachm. 
6 nachm. ] 
9 vorm. 4 


mm i 09 et | 


_— 
- > 


DaB mit dem friiheren Eintreten des Keimbeginns auch weiterhin 
ein erhéhtes Wachstum Hand in Hand ging, braucht nicht betont zu 
werden. Wir beschrinken uns jedoch auf die Aufzeichnung des Keim- 
beginns. Die Galaktose hat weitaus am raschesten gewirkt. 
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Versuch 2. 
Keimgut derselben Herkunft. 
Versuchszweck: Wiederholung des Versuches 1 unter Aussch: 
der Arabinose. 
Versuchsbeginn: 14. Dezember 1922, 10 Uhr vormittags. 





‘oN 1,2% Ca(N Oa)o + 
Tag Stunde 12% bri : et “ 
1% Galaktose 1% Saccharose 
15. 9 vorm. —- a — 
5 nachm. — 3 1 
16. 9 vorm. = 9 5 
5 nachm. 2 16 10 


Es bietet sich das gleiche Bild wie bei Versuch 1. 
Versuch 3, 


Herkunft der Samen: 22er Ernte aus Franken. 

Keimgiite: ganz minderwertig. 

Versuchszweck: Es soll geprift werden, ob Lupinensamen noc! 
2 proz. Calciumnitrat keimen. Vergleichssame: Vicia faba. 

Versuchsbeginn: 14. Dezember 1922, vormittags 9 Uhr. 





Vicia faba Lupinus 
Tag Stunde . iol : 
H,O 2%; Ca(NOs)o HO Ca(NO 
15. 9 vorm. — =i 2 — 
16. |i 9 en 4 1 2 es 
nas 9 bs 10 5 3 — 
18. 9 vo 12 7 7 nate 


In 2proz. Ca(NO 3), wurde die Keimung der Lupine vollig unter- 
driickt. Die Keimung der kohlehydratreichen Vicia faba wurde zwat 
stark verlangsamt, aber nicht unméglich gemacht. Die Lupine verrat 
ihre Kalkempfindlichkeit schon im Keimbeet. Am 19. Dezember 1‘)22 
wurden die seit 14. Dezember 1922 in 2,proz. Ca(N Og), liegenden Samen 
in H,O iibertragen, sie keimten nicht mehr, sie waren tot. 


Versuch 4. 


Herkunft und Keimvermégen der Samen wie bei Versuch 3. 

Versuchszweck: Es soll ermittelt werden, ob die Galaktose noch ihr 
Wirkung in 2% Ca(NQO,), entfalten kann. 

Versuchsbeginn 14, Dezember 1922, 10 Uhr vormittags. 





2%, Ca(NOs)o + 


Tag Stunde 2%  Ca(N Os) wh 
0,2) Galaktose | 0,5°/) Galaktose 1°/) Galaktose 

14, | 5 nachm. — _ we on 
15. || 11 vorm. — l aes aks 
15. | 5 nachm. ~ 1 EA com 
16. 9 vorm. —_ 3 l 1 
17. 2 nachm. — 5 2 3 
18. 9 vorm. — 8 3 4 
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Es zeigte sich also, daB Lupinen, die in 2proz. Ca(NOg 3) allein 
iiberhawpt nicht keimten, schon durch 0,2 proz. Galaktose zur Keimung 
anzuregen waren. Und zwar wirkte hier die niedere Konzentration 
yiinstiger als die héhere. Viel tiefer jedoch darf man mit der Konzen- 
tration nicht gehen, wie wir spater sehen werden. 


Versuch 5. 
Herkunft der Samen: Handelsware. 
Keimgiite: Durch schlechte Lagerung minderwertig geworden. 
Versuchszweck: Es sollen die Wirkungen verschiedener Konzen- 
trationen von Kalk und Galaktose abgestuft werden. 
Beginn des Versuches: 2. Januar 1923, nachmittags 4 Uhr. 





1,8 % Ca(NOz)o + 15%, Ca(NOg)> + 
: Dest. 1,8 Ip 1,5‘ 

Tag Stunde Wasser Ca(N Os )o 1% 0.2% | Ca(NOs3)o 1% 0,2 "Ip 
Galaktose Galaktose Galaktose Galaktose 

3 9 vorm. — _— — — — — = 

4. 9 3 oe prey ead =. — — 

5. ore 2 _ — — - — 

5. 2 nachm. 2 — 1 2 — 2 3 

6, 9 vorm. 5 -— 1 2 -- 4 5 


Die Keimung dieses Saatgutes wurde schon durch 1,5proz. Kalk 
unterdriickt, durch Galaktose erméglicht. 
Versuch 6. 
Herkunft der Samen: Landessaatzucht Weihenstephan. 
Keimvermégen: gut. 
Versuchszweck: Wiederholung von Versuch 5 mit anderen Samen. 
Versuchsbeginn: 3. Januar 1923, 11 Uhr vormittags. 





1,8%) Ca(NOs)> + 1,505 Ca(NOy)o + 
3 . Dest. 1,8% - = 1,5 % 
Tag Stunde Wasser Ca(NOs)o _ 1% 02% | Ca(NOs)o  _ 1% 0,2 
Galaktose Galaktose Galaktose Galaktose 
9. 1l vorm. 6 — — — — — —_ 
5 nachm. 14 — — — — - 
10. 9 vorm. 20 2 4 2 - 8 8 
4 nachm. 20 2 4 4 -- 8 9 
ll. 9 vorm. 20 4 6 8 l 12 10 


Dieses Saatgut konnte also zum Teil noch in 1,8proz. Kalk keimen. 
Die verschiedenen Herkiinfte sind demnach ungleich empfindlich. 


Versuch 7. 


Herkunft der Samen: Franken, 2ler Ernte (nicht dieselbe Population 
wie bei Versuch 1). 

Keimgiite: zégernder Keimverlauf. 

Versuchszweck: Es sollen niedrigere Konzentrationen von Kalk in 
ihrer Wirkung auf die Lupinenkeimung studiert werden. 


€ 


Versuchsbeginn: 4. Januar 1923, nachmittags 4 Uhr. 
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Stunde H,O 0,5 9%, Ca(N Os)o 0,8 % Ca(NOs)o 1 


4 nachm. — 

10 vorm. — ; 

11 be 6 4 Gr 
9 mA 10 10 


9 99 16 y 13 - 


| proz. Calciumnitrat verzégerte die Keimung erheblich, zwis 
0,5 und 0,8 % 
die in 0,5 proz. Ca(N Oz), liegenden Keimlinge gegen die in H,O wachisi 


waren die Unterschiede verwischt. Am 9. Januar bli 


den stark zuriick. Die 20 in l proz. Kalksalz ausgelegten Samen woy 


bei Versuchsabbruch um 0,47 g weniger als die in H,O gezogene: 


Versuch 8. 


Herkunft der Samen: Weihenstephan 1921. . 

Versuchszweck: Es kénnte gegen unsere Versuche der Einwand x: \ 
macht werden, daB die Wirkung der Galaktose auch darin bestehen kénnt: C 
daB der Keimling das Nitrat und die Galaktose mit Hilfe der im Samen v 
vorhandenen Sulfate rasch zur EiweiBbildung verwendet, daB also di f 
Galaktose die Kalkwirkung nur indirekt abschwiche. Es war desweg 
notig, in die Versuche auch das Calciumchlorid einzubeziehen. Die folgenden 
Zahlen sind auf das wasserfreie Salz bezogen, so daB die Konzentratione: 
des CaCl, nicht in Vergleich gesetzt werden diirfen zu den gleichen (: 
wichtsmengen des Nitrats. 

In 2,75proz. CaCl, keimte innerhalb 5 Tagen weder Vicia noc! . 
Lupinus. 

In 2proz. CaCl,, wohin am 10. Januar 1923 11 Uhr vormittags 
Samen von Lupinus und Pisum gebracht worden waren, keimte Pisum - 

5 q 


wenn auch zégernd, bis zu 100%, Lupinus iiberhaupt nicht. In det 
Schale, die auBer CaCl, noch 1°, Galaktose enthielt, keimte bis zun 


13. Januar nur ein einziger Same, der kurz nach dem Durchbruch 
des Wiirzelchens ebenfalls stehen blieb. 


Versuch 9. 

Wir gingen mit der Konzentration des CaCl, auf 1,5° herab. Au 
hier war bei Lupinus luteus innerhalb 4 Tagen keine Keimung zu erziele 
Die Galaktosewirkung kam auch hier gegen die Kalkwirkung nicht aut, 
nur bei zwei Samen brach das Wiirzelchen durch, um sogleich stillzustelin. 


Versuch 10. 
Herkunft: Handelsware 1922. 
Keimgiite: auBerst schlecht. 
Die Samen wurden in Calciumnitrat und Calciumchlorid (1,2 und Ipr 
ausgelegt. Sie keimten nirgends (in destilliertem Wasser 4). Auch na 
Galaktosezusatz nicht, die Pilzepidemie war nicht aufzuhalten. 
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Versuch 11. 


Herkunft der Samen: Weihenstephan 1920er Ernte. 

Keimfahigkeit: sehr gut. 

Versuchszweck: Die Galaktosewirkung auf Lupinenkeimlinge bei 
enwart von CaCi, soll gepriift werden. 

Versuchsbeginn: 22. Januar 1923, frih 9 Uhr. 





1,2% CaCh 
Stunde H,O 1,2% CaCh +19 Son 


vorm. — 
nachm. 1 
vorm. l 
5 nachm. 1 
vorm. 4 

In 1,2proz. CaCl, keimten die Samen bis zum 25. Januar nur dann 
zu einem Teil, wenn gleichzeitig Galaktose verabreicht wurde. Ein weiterer 
Versuch verlief in gleicher Weise. Bis zu 20°% keimen in 1,2proz. 
CaCl, nach Zugabe von Galaktose. Tédlich war ein viertagiges Ver- 
weilen in 1,2proz. CaCl, nicht, nach dem Ubertragen der Samen in 
H,0 keimte noch ein kleiner Teil. Das Anion ist von untergeordneter 
Bedeutung, die Kalkempfindlichkeit ist an das Kation gebunden. 


Versuch 12. 


Versuchszweck: Iproz. CaCl, und Iproz. Ca(NO,), ohne und mit Galak- 
tose auf Samen einwirken lassen. 

Herkunft der Samen: Weihenstephan 1920. 

Keimfahigkeit: maBig. 

Versuchsbeginn: 25. Januar, nachmittags 4 Uhr. 





‘oa rt “tn a es CaCh — Ca(NOx3)> 
Stunde Wasecr CaCl, + Galaktose Ca(N O3)2 + Galaktose 


3 


In diesem Versuche fiel die Galaktosewirkung gar nicht in die Augen. 
Ein weiterer Versuch mit der gleichen Herkunft lehrte das gleiche. 
Wir suchten nach den Griinden, welche den Ausfall der Galaktose- 
wirkung bedingten. Wir konnten feststellen, daB der Reifegrad in 
dieser Population kein vollkommener war. In Keimblattschnitten fanden 
wir einen fiir Lupinensamen sonst nicht charakteristischen Gehalt an 
Starke (bzw. an Amylodextrinen). Der ProzeB der Vollreife hatte diese 
Starke in Ol umgewandelt. Gewdhnlich finden sich in Lupinussamen 
héchstens Spuren von Starke. Aber die Zeit, die zwischen der Reife 
des ersten bis zu der des letzten Samens verstreicht, ist lang, und 
in einem Samengemisch werden sich immer schlecht ausgereifte Samen 

Biochemische Zeitschrift Band 137. 20 








306 F, Boas u. F. Merkenschlager: 


vorfinden. So kam es, daf in der Literatur Angaben auftauch oy 
welche sich gegen diejenigen Untersuchungen richteten, welche oy 
Samen von Lupinus fiir stirkefrei erkliarten. Die letzte Versui \\s. 
anstellung deutet darauf hin, daB weniger die Kohlehydrate die K.\k. 
empfindlichkeit herabsetzen als vielmehr das Ol. Der Kalk hat vielleic 
die EiweiBkolloide, die noch fettirmer eingebettet waren als gewéhnlich, 
getroffen, bevor durch den bereits geschidigten biochemischen Apparat 
die Galaktose umgewandelt werden konnte. 


Versuch 13. 


Da8 Lupinus angustifolius weniger kalkempfindlich ist als Lupinus 
luteus, ist bekannt. (Freilich kann unter gewissen Umstinden die Empfind 
lichkeit iiber die der gelben Lupine hinaus steigen.) Von Lupinus angusti- 
folius stand uns ein ausgezeichnetes Keimmaterial 192ler Ernte zur Ver 
fiigung. 

Versuchsbeginn: 25. Januar 1923, nachmittags 4 Uhr. 





I | Lupinus luteus Lupinus angustifoliu 
Tag || Stunde H,O 1,2 CaCl, H,O 1,2 CaCl] 


12 CaCh | +'Galaktose | 12 CaCh | 4'Galaktose 


27. 9 vorm. ll — — 18 — 
, 2 nachm. 12 -- — 18 1 
28. 9 vorm. 12 — 4 18 5 


Lupinus angustifolius gibt die geringere Kalkempfindlichkeit 
schon im Keimbeet zu erkennen. Das driickt sich in den Zahlen deutlich 
aus. Doch bleibt auch hier der Galaktose eine breite Méglichkeit der 
Wirksamkeit. 

Versuch 14. 

Es hat sich in Versuch 13 herausgestellt, da8 die Stufen der Kalk 
empfindlichkeit schon im Keimbeet sichtbar sind. Es lag nun nahe, andere 
Samen, aus denen kalklicbende Pflanzen hervorgehen, in einen solchen 


Versuch einzubeziehen. 
Samenzahl: je 10. — Versuchsbeginn: 24. Januar 1923, 9 Uhr vorm 





. : . Lupinus Lupinus Pisum | 
Tag Stunde Medium luteus angustifolius | sativum | Hordeun 


25. 10 vorm. H,O 9 
1% CaCl, - 
H,O 


25. | 4,30nachm. 2 10 
1% CaCl, - 2 
26. 9 vorm. HO 10 
1% CaCl, - 4 
26. 3 nachm. HO 10 
1% CaCl, 1 7 


Die Keimzahlen der Versuche mit destilliertem Wasser und Ca(\, 
weichen am meisten bei Lupinus luteus voneinander ab, kaum bei 
Pisum und Hordeum. 
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Versuch 15. 
Versuchszweck: Lupinus angustifolius, von dem uns ausgezeichnetes 
Maierial zur Verfiigung stand, im Verhalten gegen verschiedene Galaktose- 
,zentration bei Anwesenheit von 1% CaCl, zu verfolgen. 
Samenzahl: je 10. Versuchsbeginn: 29. Januar 1923 4 Uhr nachm. 





1%  CaCh + 
Stunde H,O | 1% CaCl 


1% Galaktose 0,25) Galaktose | 0,12° Galaktose 


2 nachm. 
4:30 ,, 6 
+ ee 8 . 

9 vorm. 10 4 8 3 


0,25°%, Galaktose wirken noch ausgezeichnet. 0,12°, kommen 
gegen die Kalkwirkung nicht mehr auf. Es ist der Keimungsgeschwindig- 
keit von Lupinus angustifolius zu danken, da sich die Kalkempfind- 
lichkeit schon innerhalb 24 Stunden sichtbar machen laBt, und nach 
weiteren 20 Stunden ist bereits die Galaktosewirkung zu erkennen. Die 
Vorgdnge, die auf dem Ackerboden 20 Tage zu sichtbarer Auswirkung 
brauchen, lassen sich durch Verstirkung der Ursachen auf 48 Stunden 
zusammendrdngen. : 

Versuch 16. 
Lupinus angustifolius in 0,5 proz. CaCl,. 
Versuchsbeginn: 31. Januar 1923, 9 Uhr 30 Min. vormittags. 





Tag Stunde H,O - 0,5 CaCh 0,5 CaCl + Galaktose 


1. IT. 9 vorm. 10 8 7 


Die Keimzahlen gingen ineinander iiber. Aber im weiteren Verlauf 
der Keimung schoben sich gréB8ere Abstiinde ein. Schon nach 30 Stunden 
zeigten sich graduelle Unterschiede. 


Wir haben friiher die Ansicht entwickelt, daB die Kationen der 
Erdalkalien, die auf engsten Raum zusammendriingten, einer starken 
Begleitung von Kohlehydraten und Fetten entbehrenden Eiweif- 
biokolloide flocken und die im Eiwei8 maskierten Eisenverbindungen 
mitreiBen (6). 

Behrens (7) hat unterdessen unsere Methodik und unsere SchluB- 
folgerungen einer Kritik unterzogen. Selbstverstindlich wissen wir, 
da8 unserem Verfahren natiirliche Mangel anhaften, wir wissen, daB 
Erbsensiafte und Lupinensifte nur bedingt vergleichsfahig sind. Behrens 
setzt an unserer Methodik aus, da8 wir von gleichen Samengewichts- 
mengen ausgegangen sind. Wenn wir einen gleichen Eiweifgehalt, 
wie ihn Behrens wohl postuliert, in den Saften als Ausgangslinie gewahlt 
hitten, so hitten wir doch die Verhiltnisse ins Unnatiirliche verschoben. 
Wir hatten ein Mehrfaches der Anzahl der Erbsen gegeniiber der der 

20* 
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Lupinen nehmen miissen, um den EiweiBgehalt des Lupinensaft: 


erreichen. Die Fehlerquellen wirden zahllos sein. Behrens n 
einen Unterschied zwischen ReserveeiweiB und vegetativem Eiy 
Fiir uns handelt es sich um die Gesamtheit der EiweiBstoffe, dir 
Angriffen der Ca-lonen zugianglich sind, gleichgiiltig, ob nun das Eiy. 
in den Cotyledonen oder das neu erstandene in den Achsenorgaie 
in Frage kommt. Behrens sagt, es sei ihm nicht bekannt, daB die As«ly 
von Lupinus weniger Kalk enthalte als die anderer Pflanzen. Wj; 
haben das nie behauptet. Daf in der Asche der erwachsenen Lu jin 
sich viel Kalk vorfindet, wuBten wir langst, und es kann diese ‘lat- 
sache doch nicht die Erfahrung entkriften, daB die Lupine kalk- 
empfindlich ist. Im Gegenteil, sie ist eine Stiitze unserer Auffassung 
da®B der Kalk nur wihrend einer bestimmten Periode unverteidigte Tore 
findet. Die Schilder, auf die der Kalk spater st6Bt, sind die Kohlehydrate 
und Fette. Sie sind es, die den Kalk abriegeln. Das ist unsere Auffassung, 
und in dieser werden wir durch die vorliegenden Versuche bestiirkt 

Andere Einwinde waren naher gelegen. So z. B., daB Aluminium- 
salze oder andere Verbindungen ebensolche Fiallungen im Reagenzglase 
hervorgerufen hitten, wie wir sie beschrieben haben. Wir kennen 
eine Reihe von Stoffen, die das Eiweif in vitro flocken. Aber nach 
den Weisungen unseres Themas hatten wir uns auf die Stoffe zu be- 
schrinken, die in physiologischer Hinsicht in Betracht kommen. Und 
das sind die Stoffe, die auf kalkreichen Béden anzutreffen sind, es 
sind die Salze der Erdalkalien. 

Wir haben an anderer Stelle schon darauf hingewiesen, dab © 
eine Rolle bei der Abwehr des Kalkes einzunehmen scheint. Wir sind 
geneigt anzunehmen, da ein Teil der Galaktose in Fett iibergeht und 
als Schutzkolloid fungiert. Durch Lezithineinlagerung wird die chemische 
Resistenz des Plasmas sehr erhéht. Darauf hat schon O. Loew (8) auf- 
merksam gemacht. Da ferner Boas (9) in mehreren Arbeiten die be- 
sondere Wirkung von Saponinsubstanzen auf die pflanzliche Zelle 
behandelt und in niedrigen Konzentrationen eine bedeutende Steigerung 
vitaler Prozesse beobachtet hat, lag es nahe, die Saponinversuche auf 
biochemisch so hervortretende Objekte wie die Lupine einwirken 2. 
lassen. Durch die Erhéhung der Permeabilitit als Folge einer Lipoid- 
festlegung hofften wir, die EiweiBkolloide den Ca-Ionen noch zugiing- 
licher zu machen. 

Versuch 17. 


Am 29. friih 10 Uhr, wurden 40 Samen von Lupinus angustifolius 
(von Lupinus luteus besaSen wir ein brauchbares Material nicht melir) 
zur Anquellung in Wasser gelegt. Um 3 Uhr 15 Minuten wurden 20 Samen 
bis um 4 Uhr 35 Minuten in ein Digitoninbad gelegt (2 cem einer 0,2 proz 
Digitoninlésung auf 25ccm Wasser). Hierauf kamen von jeder dieser 
zwei Gruppen je zehn in eine 1 proz. CaCl,-Lésung, je zehn in H,0O. 





allge 
gehit 
aus 

Sam 
in | 
Digi 
und 
Erw 
eine 
trat 
Dig 


arkt 
um. 
rlase 
nen 
ach 
be- 
Und 


CS 


Ol 
ind 
ind 


Spezifische Zuckerwirkung bei Keimversuchen. 





Obne Digitoninbad Nach Digitoninbad 


Stunde 
HO CaCl H,O CaCl 


9 vorm. 4 
10.50 .. 6 


2 nachm. 10 ‘ 


9 vorm. 10 10 

Durch das Digitoninbad wurde in Ubereinstimmung mit der 
allgemeinen Saponinwirkung die Keimung in H,O beschleunigt, das 
geht nicht so sehr aus den oben genannten Zahlen hervor, als vielmehr 
aus der sichtbaren Erhéhung der Wachstumsenergie. Die zehn gebadeten 
Samen wogen nach dem Abtrocknen um 0,35 g mehr als die zehn dauernd 
in H,O gebliebenen. Dagegen hatten wir erwartet, dab nach dem 
Digitoninbad die Wirkung des Kalkes verdoppelt zur Geltung kame 
und gegebenenfalls die Keimung iiberhaupt unterdriicke. Allein diese 
Erwartung erfiillte sich nicht. Wir schritten nun zur Anwendung 
eines stirkeren Digitoninbades. Denn wenn auch die erste Konzen- 
tration schon ziemlich hoch erscheint, so ist doch mit Absorption des 


Digitonins in der Samenschale und im FlieBbelag zu rechnen 


Versuch 18. 
Beginn der Anquellung: 31. Januar 1923, 9 Uhr vormittags. Von 
2 bis 4 Uhr nachmittags Baden in einer DigitoninlOsung (4 cem einer 0,2 proz. 


Digitoninl6sung auf 25 cem H,O). 





Ohne Digitoninbad Nach Digitoninbad 


Tag Stunde 
HO 1 CaCl HO 1 CaCl 


9 vorm. S 7 l 
> 10 5 


3 nachm. 10 


Die H,O-Keimlinge wurden, wie zu erwarten, durch das starkere 
Digitoninbad nicht mehr geférdert. im Wachstum trat eine leichte 
Schidigung ein; dagegen wurden entgegen unseren Erwartungen die 
Ca-Keimlinge stark angeregt. Wir werden Versuche auf  breiterer 
Grundlage anzusetzen haben, um klarer sehen zu kénnen.  Vielleicht 


erhéhte das Digitonin gleichzeitig die Permeabilitat fiir die anderen 
Baustoffe aus dem Innern in die wachsende Keimwurzel, wodurch 
dem Kalk ein Riegel vorgeschoben wurde. Jedenfalls geht mit Sicher- 
heit hervor, daB Digitonin die Eiweibstoffe intakt laBt. Sonst miibte 


Lupinus stark geschidigt worden sein. 


Zusammenfassung. 
Bei Gegenwart starkerer Mengen von Calciumnitrat und Calcium- 
chlorid im Keimbeet laBt sich die Wirkung der Ca-lonen auf Lupinen- 
keimlinge durch Galaktose sichtlich abschwichen. Die Galaktose 





F. Boas u. F. Merkenschlager: 


Oben links: Keimlinge in H.O 
rechts: < » 03proz. Ca(N Os) 


unten links: a ia. GHio. pee 
1,2 


rechts: Ca(NO,). + Galaktose 


Oben links: L, angustf. in HoO 


» Trechts: 1,2 proz. Ca(NO,)o + Galaktose gleichaltrig. 
unten: . » 12 , Ca(NOs,), allein | 
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ist liejenige Zuckerart, die normalerweise bei der Hydrolyse der Hemi- 


cellulosen in den Lupinenzellen entsteht. Die Galaktose iibertrifft die 
Wirkung anderer Zuckerarten. Beobachtungen deuteten darauf hin, 
dali fetttirmere Samen einen héheren Grad der Empfindlichkeit gegen 
(a besitzen. Versuche, mit Digitonin den Grad der Kalkempfind- 
lichkeit zu erhdhen, zeitigten das Gegenteil der Erwartungen. Digitonin 
fiir sich allein bedingt eine bedeutende Keimungsbeschleunigung, was 
mit den stimulierenden Wirkungen niedriger Saponinkonzentrationen 
bei niederen Pflanzen in Einklang steht. 
Weitere Versuche sollen folgen. 


Literatur. 


1) F. Boas, Beih. z. Bot. Zentralbl. 36, Abt. 1, S. 135, 1919. — 2) Boas, 
Leberle und Langkammerer, diese Zeitschr. 105, 199, 1920. — 3) F. Merken- 
schlager, Fithling 1921, H. 1, H. 11/13; 1922, H. 23/24. — 4) Schulze und 
Steiger, Ber. d. chem. Gesellsch. 19, 1827, 1886; Schulze und Winterstein, 
Ber. d. chem. Gesellsch. 25, 2213, 1892; Campani und Grimaldie, Gaz. chim. 
ital. 21, 432, 1891. — 5) Schulze und Steiger, Zeitschr. f. physiol. Chem. 
14, 227, 1890; 16, 306, 1892; 19, 1894; 21, 392, 1895. — 6) Boas und Merken- 
schlager, Zentralbl. f. Bakt. I], 55, 1922. — 7) Behrens, Referat in ,,Zeit- 
schrift f. Bot.*‘ 1922, H. 7. — 8) 0. Loew, Die chemische Energie der lebenden 
Zelle, 2. Aufl., 8.49. — 9) F. Boas, diese Zeitschr. 117, 166ff., 1921; 129, 
144ff., 1922; Ber. d. deutsch. Bot. Gesellsch. 38, 1921; 39, 1922. 
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(Eingegangen am 8. Februar 1923.) F ange 
Schl 

In einer fritheren Arbeit von Friedberger und Meifner?) war aut Be S*™ 
das Vorkommen zweier Typen von Priizipitinen nach Einspritzung vet 
eines Antigens (monogene Sera) hingewiesen worden. Die mit diesen —_ 
Prazipitinen und homologen bzw. heterologen Antigenen entstehenden 
Prazipitate lassen sich morphologisch weitgehend differenzieren. Das 
mit dem Eiweif8 der Vorbehandlung sich bildende, isogenetische Pri- 
zipitat flockt in lockeren, wabigen Gebilden (,,grobflockig‘‘), wohin- 
gegen die Prazipitation des Antiserums mit den dem Antigen der Vor- 
behandlung fernstehenden EiweiBarten mehr weiBlich, dicht und fein- 
flockig ist. AuBerdem erscheint im ersteren Falle im Agglutinoskop 
die Zwischenfliissigkeit triibe, im letzteren Falle klar. Die Prazipitation 
mit dem VerwandtschaftseiweiB zeigt im Gegensatz zu den beiden 
divergenten Typen Ubergiinge. 

Uber das Verhalten der Komplementablenkung bei monogen- 
polyergen Seris und iiber die Ausfillung der einzelnen Prazipitine 
mit nativen und gekochten Antigenen sind in der erwahnten Arbeit 
gleichfalls nahere Angaben enthalten, auf die hier kurz verwiesen sei 

Das verschiedene Aussehen der isogenetischen und heterogene- 
tischen Prazipitate, ihre voneinander abweichende Konsistenz erweckt« 
die Vorstellung einer verschiedenen chemischen Zusammensetzung 
Wir dachten ‘an die Méglichkeit, daB® es sich bei den spezifischen wt 
Prazipitaten, zum mindesten im wesentlichen, um EiweiBfallungen 
bei den heterogenetischen um Lipoidfallungen handeln kénnte. 
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*) Zeitschr. f. Imunitiatsforsch. 36, 233, 1923. vi 
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Durch Behandlung der Komponenten der Reaktion mit einem 
Lip idlésungsmittel miiBte sich die Frage entscheiden lassen. Beruht 
die heterogenetische Prazipitation tatsachlich auf lipoiden Komponenten, 
so miBte sich durch Behandlung des Antiserums und Antigens mit 
Lipoidlésungsmitteln die Reaktion zum Verschwinden bringen lassen. 

Die Verwendung von Alkohol, Benzol, Chloroform scleiterte an 
der ausflockenden Wirkung dieser Extraktionsmittel. Dagegen erwies 
sich der Ather als brauchbar. 

Methode der Extraktion: Eine gewisse, nicht zu geringe Menge eines 
heterogenetisch tibergreifenden Antiserums wurde mit der gleichen Menge 
Athers 4% bis 1 Stunde lang im Schiittelapparat ausgeschiittelt. Dasselbe 
geschah mit den auf 1: 100 verdiinnten homologen und heterologen Anti- 
genen (Sera), auf die es reagierte, wobei jedoch oft das Vielfache des Volu- 
mens an Ather zur Verwendung kam. Darauf wurde der Ather im Scheide- 
trichter abgetrennt und mit den entiitherten Komponenten die Prazipitin- 
reaktion angestellt, indem stets 0,1 cem Antiserum mit 1,0 cem der Serum- 
verdiinnung vermischt wurde. In gleicher Weise wurden Reaktionen 
angestellt, bei denen nur je eine der beiden Komponenten entiathert war. 
SchlieBlich diente eine Reaktion mit nativen Komponenten zum Vergleich. 
Simtliche zu den Reaktionen benutzten Komponenten wurden vorher 
auf ihre optische Homogenitat gepriift. Die Ablesung erfolgte im Agglutino- 
skop zu verschiedenen Zeiten. 


Versuchserge bnisse. 


Wir lassen nun eine Reihe von Versuchsergebnissen hier folgen. 


Versuch 1. 
Rinderantiserum (H 43), auf Pferdeserum iibergreifend (Titer: Rind 
1: 20000, Pferd 1: 20000). Vermischen von 1 ccm Antigen (1: 100 ver- 
diinnt) mit 0,1 cem Antiserum. 
Befund nach etwa 14 Stunden. (A) = mit Ather ausgeschiittelt. 





Beschaffenbeit vie 
Antiserum Antigen des Prizipitats Menge des Prazipitats 


Rinderantiserum  Rinderserum grob, locker 
(A) eg ‘ A 
: “ex Soe 
(A) > a 2 
s Pferdeserum | fein, dicht 
(A) ” ie ” ” 
* . es p- 
(A) ~ vee) optisch leer 
Die Kontrollen mit Rinderantiserum, Rinder- und Pferdeserum allein 
waren frei von Triibungen. 


Dieser Versuch ]48t demnach sehr klare Verhiltnisse erkennen. Die 
spezifische (homologe) Priazipitation wird durch die Atherbehandlung der 
beiden Komponenten in keiner Weise beeinfluBt. Dagegen ist die unspezi- 
fische (heterologe) Prazipitation nach Entatherung beider Komponenten 
vollkommen aufgehoben, bei Entatherung von nur einer Komponente 
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deutlich abgeschwicht, wobei sich die Atherbehandlung des Antis« 
wirksamer als die des Antigens erweist. 

Versuch 2. 


Derselbe Versuch. Ablesung bereits nach 2 Stunden. 
ausgeschiittelt. 





Nr. Antiserum Antigen ja Pacem Menge 

Rinderantiserum | Rinderserum grob, locker 
(A) - . 9 ” 

OS aa 

a ane ” e 

Pferdeserum fein, dicht 

(A) sa optisch leer 

eGR) fein, dicht 

(A) 2 (A) optisch leer 


Kontrollen frei von Triibungen. 


als 1 


” 


etwas feiner 


(A) 


Das Ergebnis stimmt also im Prinzip mit dem des vorigen Versuch 
iiberein. Die homologe Prazipitation erweist sich auch nach 2 Stunden 
durch die vorherige Atherbehandlung unbeeinfluBt; die heterologe Pra 
zipitation ist sowohl nach Entitherung des Antiserums als auch beide1 
Komponenten aufgehoben, wihrend die alleinige Entatherung des hetero- 
logen Antigens wirkungslos ist. 


Versuch 3. 

Menschenantiserum (H 56, Titer Mensch 1: 20000), das auf Hammel., 
Rinder -und Ziegenserum iibergreift. Antiserum mit der doppelten, Serum- 
verdiinnungen mit der gleichen Menge Athers 1 Stunde lang ausgeschiitte!t. 
Mischversuch wie 1 und 2. 


Befund nach etwa 15 Stunden. (A) = mit Ather ausgeschiittelt. 





Beschaffenheit 
des Prazipitats 


Zz 


Antiserum Antigen 


Menschenantiserum Menschenserum) grob, locker 
e (A) gee: » . 
. ‘ ee ea 

» (A) | feiner als 1—3 
Hammelserum fein, dicht 


é > (A) 
(A) > Sas 
Rinderserum 


@D-101D & Wh 


(A) ares 
se ae, » ‘ 
(A) » (A) optisch leer 
in Ziegenserum fein, dicht 
(A) ” m ” ‘s 
: : Peg ie 

” (A) » (A) | optisch leer 
Kontrollen frei von Triibungen. 


Dieser Versuch steht mit dem Resultat der beiden vorigen nicht ganz 
im Einklang. Einerseits erweist sich die Atherbehandlung hier auch vor 
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KinflaB auf die spezifische Prazipitation, indem dieselbe zwar nicht zum 
Verschwinden kommt, aber, namentlich bei Entatherung beider Kompo- 
nenten, deutlich abgesehwiacht wird. Andererseits wird die heterologe 
Prizipitation mit Hammelantigen durch die Atherbehandlung nicht véllig 


auigehoben. Dagegen stimmen die Ergebnisse mit Rinder- und Ziegen- 
serum im Prinzip mit denen der beiden vorigen Versuche tiberein, 


Versuch /. 
Katzenantiserum, das auf Hundeserum tbergreift. (Titer: Katze 
1: 20000, Hund 1: 20000). Antiserum mit der dreifachen, Serumver- 
diinnungen mit der gleichen Menge Athers | Stunde lang ausgeschiittelt. 
Mischversuch wie bisher. 
Jefund nach etwa 15 Stunden. A) mit Ather ausgeschiittelt. 





Beschaffenheit 


Antiserum Antigen des Prazipitats Menge 


Katzenantiserum Katzenserum grob, locker 
(A) 
ry." 
A) A) 


Hundeserum fein, dicht 


als i. d. vorigen 
Versuchen 


Flocken feiner 


(A) 
As A) m3 g 
(A) ‘a A) optisch leer 

Kontrollen fret von ‘Triibungen. 

Auch hier erweist sich also die Atherbehandlung von erheblichem Ein- 
fluB auf das Zustandekommen der spezifischen (homologen) Prizipitation. 
Dieselbe wird bei Entatherung beider Komponenten fast vollig aufgehoben. 
Die heterologe Prazipitation wird ebenfalls abgeschwiacht und verschwindet 
bei Entatherung beider Komponenten vollkommen. 

Versuch 5. 

Derselbe Versuch. Antiserum mit der vierfachen Menge, Serum- 

verdiinnungen mit der gleichen Menge Athers | Stunde lang ausgeschiittelt. 


Befund nach etwa 15 Stunden. (A) mit Ather ausgeschiittelt. 





Beschaffenheit 


Antiserum Antigen des Prazipitats Menge 


Katzenantiserum Katzenserum grob, locker 


(A) 


wie in 
Versuch 4 


y + 
(A) : (A) 


Hundeserum fein, dicht 


(A) 
‘ (A) 
(A) ne (A) 
Kontrollen frei von Trubungen. 
Ergebnis: MaBige Abschwachung der homologen, starke, fast bis zur 
volligen Hemmung gehende Herabsetzung der heterologen Prazipitation. 
Im folgenden Versuch geschah die Ablesung zu drei verschiedenen 


Zeiten. 
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Versuch 6. 

Rinderantiserum (H 33), das auf Menschenserum tibergreift. (1 
Rind 1: 1000, Mensch 1: L000), Antisecum mit der vierfachen, Seri 
verdiinnungen mit der gleichen Menge Athers 1 Stunde lang ausgeschiit 
Mischversuch wie sonst. Kontrollen mit Antiserum, Rinder- und Mens¢ 
serum allein frei von Triibungen. 


a) Befund nach 1% Stunden. 





Beschaffenheit 


. . og : Menve 
Antiserum Antigen des Prazipitats lenge 


Rinderantiserum Rinderserum grob, locker 
(A) 
re fo 
(A) , (A) 
Menschenserum fein, dicht 
(A) 
(A) . ‘s 
(A) eee optisch leer 0 


Ergebnis: MaBige Herabsetzung der homologen, voéllige Aufhebung 


* heterologen Priazipitation. 


b) Befund nach 5 Stunden. 





Beschaffenheit 


Antiserum Antigen des Prazipitats Menge 


Rinderantiserum Ainderserum grob, locker 
(A) 
< eae 
(A) ot) Z . 
Menschenserum fein, dicht 
(A) 


(A) ye) optisch leer 0 


Ergebnis: Homologe und heterologe Prizipitation mit nicht oder tei 
weise entiatherten Komponenten stirker; sonst wie a). 


Befund nach 211, Stunden. 





Beschaffenheit 


Antiserum Antigen des Prazipitats 


Rinderantiserum Rinderserum grob, locker 
(A) ‘ 
» (&) 
(A) » i z 
_ Menschenserum — fein, dicht 
(A) < 
‘ » (A) 
(A) > vane 


Ergebnis: Noch stirkere Zunahme sowohl der homologen als der 


heterologen Prazipitation. Auch der mit beiden entatherten Komponenten 


angestellte Prizipitationsversuch zeigt nach dieser Zeit bereits eine geringe 


Flockung. Doch ist es sehr wahrscheinlich, daB nach einer so langen Beob 
achtungsdauer sekundire Einfliisse eine Rolle spielen. 
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In den folgenden Versuchen werden nicht wie bisher die beiden zur 
Privipitation erforderlichen Komponenten, sondern die fertigen (iso- und 
hetcrogenetischen) Prazipitate der Entatherung unterzogen. 


Versuch 7. 
Rinderantiserum (H 43), das auf Pferdeserum iibergreift. (Titer: 
Rind 1: 20000, Pferd 1: 20000). Mischversuch wie oben. 


\ 


Befund nach etwa 2 Stunden. 





F ; Beschaffenheit 
Antiserum Antigen des Prizipitats 


Rinderantiserum | Rinderserum grob, locker 
Pferdeserum fein, dicht 


Darauf 1 und 2 mit der gleichen Menge Athers 15 Minuten lang ge- 
schiittelt und im Scheidetrichter getrennt. 

Befund nach einer weiteren Stunde. 

1. Grobes, lockeres Prazipitat; Menge: 
2. Feines, dichtes a és + 

Wahrend also das isogenetische Prazipitat in unveranderter Menge 
erhalten bleibt, wird das heterogenetische Priazipitat durch die Ent- 
itherung erheblich reduziert. 

Ein entsprechender Versuch, bei dem an Stelle des Athers eine | proz. 
Saponinldsung zur Verwendung kam, zeigte weder eine Beeinflussung 
des isogenetischen noch des heterogenetischen Prazipitats. Auch gelang 
es weder die isogenetischen noch die heterogenetischen Flocken in vitro 
durch Sudanfarbstoff zu imprignieren. 


Anhang. 

Weiterhin wurde versucht, das gebildete Prazipitat im Uberschu8 
des Antigens zu lésen zwecks Feststellung eines etwaigen Unterschiedes 
in der Léslichkeit des isogenetischen und heterogenetischen Priazipitats. 
Doch haben diese Versuche entweder keine einwandfreien oder negative 
Resultate ergeben. Letzteres gilt auch von Versuchen, in denen die 
Lislichkeit in verdiinnter NaOH und gesiattigter Thoriumsulfatlésung 
geprift wurde. 

Ferner wurde an die Méglichkeit gedacht, daB die mit verdiinnter 
NaOH oder gesittigter Thoriumsulfatlésung hergestellten Loésungen 
der beiden Prizipitate ein verschiedenes Absorptionsvermégen fiir den 
ultravioletten Teil des Spektrums darbieten kénnten. Auch diese 
Versuche fiihrten zu negativen Resultaten, da sich iiberhaupt keine 
scharf umschriebenen Absorptionsstreifen, sondern nur graduell ab- 
gestufte Unterschiede der Absorption photographisch nachweisen 
lieBen, die ebensogut auf eine Verschiedenheit der Konzentration 
zuriickgefiihrt werden kénnten. Auch mit getrockneten Prazipitaten 
wurden solche Versuche angestellt, mit dem gleichen negativen Ergebnis. 
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Zusammenfassung. 

Aus den hier mitgeteilten Versuchen geht also hervor, dal} qj 
bei der unspezifischen (heterologen) Priizipitation beteiligten Kon. 
ponenten in Ather léslich sind, und zwar scheint dies in gleicher Weis 
vom heterogenetischen Prizipitin als vom zugehérigen heterologey 
Antigen zu gelten. Allerdings hat sich nur in einem kleinen Teil de; 
Versuche auch eine entsprechende Beeinflussung der homologen ri. 
zipitation ergeben, die jedoch meist geringeren Grades ist als die der 
heterologen Prazipitation. Auch die fertig gebildeten Prizipitat 
scheinen sich, wie Versuch 7 zeigt, hinsichtlich ihrer Atherléslichkei: 
verschieden zu verhalten. 

Die Forschungen der letzten Jahre haben immer deutKcher di 
Rolle erkannt, welche den Lipoiden fiir das Zustandekommen wichtiger 
immunobiologischer Phinomene zukommt. Auf der einen Seite isi 
durch die Untersuchungen von Bang und Forssmann!) gezeigt worden 
da8 durch Atherextraktion aus Hammelbluterythrocyten gewonnere 
lipoidartige Substanzen imstande sind, beim Kaninchen Hamolysin. 
bildung zu veranlassen. Dasselbe erreichte Forssmann?) durch In- 
jektion von Meerschweinchenorganzellen sowie von Organzellen einiger 
anderer Tierarten. Aus diesen lieB sich durch Alkohol ein thermo. 
stabiler lipoider Stoff extrahieren, dessen Lésung durch die hetero. 
genetischen Antikérper geflockt wird [Sachs und Groth®)]. Neuerdings 
ist es Hans Schmidt*) gelungen, aus Hundelunge acetonunldésliche 
Lipoide zu gewinnen, mit denen er beim Kaninchen Hiamolysin- 
bildung hervorrufen konnte. Ferner konnte Landsteiner®) zeigen, 
da das in der Meerschweinchenniere enthaltene heterogenetische 
Antigen, das beim Kaninchen Hamolysinbildung hervorruft, durch 
Alkoholextraktion bedeutend an Wirksamkeit verliert, wahrend die in 
den Alkohol iibergegangenen Substanzen zwar imstande sind, in vitro 
Hamolysine zu binden, aber kaum mehr immunisierend wirken. Land. 
steiner gelangt so zu der Vorstellung, daB das betreffende heterologe 
Antigen aus einem eiweibartigen Teil besteht, der fiir die Immuni- 
sierung notwendig ist, und aus einem damit verbundenen Anteil, der 
die spezifisch bindenden Gruppen enthalt und ein Lipoid darstellt 
(,,Hapten‘‘). Andererseits ist von den verschiedensten Seiten die An- 
schauung vertreten worden, daB auch der Wassermannschen Reaktion 
die Bildung eines spezifischen, auf die Spirochitenlipoide gerichteten 


1) Bang und Forssmann, Beitr. z. chem. Physiol u. Pathol. 1907, H. 8. 

2) Forssmann, diese Zeitschr. 1911, H. 37. 

3) Sachs und Groth, Med. Klin. 1920, Nr. 6. 

4) Schmidt, Zur Biologie der Lipoide, Leipzig: C. Kabitzsch, 1921. 

5) Landsteiner, Verslagen der Afdeeling Natuurkunde, Kénigl. Akad. 
d. Wissensch., Amsterdam 29 Nr. 8, 1921; diese Zeitschr. 98, 1919; 104, 1920. 
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\nt\kérpers zugrunde liegt, wenngleich die Meinungen iiber diesen 
'Punkt noch sehr stark divergieren, da namentlich von einer Reihe 
Forschern der Wassermannschen Reaktion jeder Charakter einer 
spezifischen Antigen-Antikérperreaktion abgesprochen wird. — SchlieB- 


: lich sei in diesem Zusammenhange an die ausgedehnten Untersuchungen 


von Much und seinen Mitarbeitern iiber die Antigenrolle der Tuberkel- 
hazillenlipoide erinnert. 

Auf Grund der vorliegenden Untersuchungen iiber den Einfluf 
der Atherbehandlung auf das Zustandekommen der homologen und 
heterologen Prazipitation wird nun der Gedanke nahegelegt, daB auch 


‘hier den Lipoiden eine gewisse Bedeutung zukommen mag. Es er- 


scheint — wenigstens die Mehrzahl der Versuche spricht in diesem 
Sinne —, daB sowohl das heterologe Antigen als auch der auf dasselbe 
gerichtete heterogenetische Antikérper von lipoidartiger Natur sind. 
Wenn in einem Teil der Versuche auch die spezifische (homologe) 
Prizipitation nach Entiatherung der beiden entsprechenden Kom- 
ponenten eine Abschwachung erfahren hat, die in einem Falle (Versuch 4) 
sogar bis fast zur vélligen Aufhebung geht, so mag dies darauf zuriick- 
zufiihren sein, das an ihrem Zustandekommen auch die Komponenten 
der heterologen Prazipitation mitbeteiligt sind. DaB schlieBlich die 
alleinige Entatherung des Antiserums sich oft von gréBerem EinfluB 
erweist als die alleinige Entitherung des Serums, hingt wohl zweifellos 
mit den Mengenverhaltnissen zusammen, in denen beide Komponenten 
miteinander in praxi vereinigt wurden. 








Uber das Viscosin der Pilze. 
Von 
Nicolaus N. Iwanoff. 
(Aus dem pflanzenphysiologischen Institut der Universitat zu Petersburg, 


(Eingegangen am 8. Februar 1923.) 


Die Schleimstoffe der Pilze waren wiederholt der Untersuchungs. 
gegenstand vieler Forscher, aber bisher sind wir noch nicht in den 
Besitz bestimmter Resultate gekommen. Die Autoren gebrauchten 
haufig dieselbe Benennung fiir verschiedene Priiparate aus verschie. 
denem Pilzmaterial, andererseits sind die Schleimstoffe sehr schwer 
rein zu erhalten, jede Mischung mit einem fremdartigen Stoffe kann 
den Forscher in Verlegenheit setzen. Besonders bei alleiniger An. 
wendung der Farbreaktionen (z. B. der Biuretreaktion) kénnte er 
z. B. eine Substanz der Gruppe der EiweiBk6rper zuteilen, wahrend 
der EiweiBstoff nur in Spuren vorhanden ist. Der die Pilzhiite be- 
deckende Schleimstoff wurde von Boudier!) ,,Viscosin‘‘ benannt und 
seiner chemischen Zusammensetzung nach zu den Kohlehydraten oder 
Pektinstoffen gezahlt. 

Winterstein*) hat aus Boletus edulis einen Schleimstoff erhalten, dem 
er die Formel C,H,)0O,; gab, und den er zu den Paradextrinen zihite. 
Auf Grund seiner Analysen kam Zellner*) zu dem Schlusse, daB das Boudier- 
sche Viscosin kein chemisch einheitlicher K6rper sei, sondern ein Gemisch 
von stickstoffhaltigen Substanzen und anorganischen Salzen. In seiner 
letzten, mir bekannten Arbeit ist es Zellner*) gelungen, ein viscosin- 
ahnliches Kohlehydrat aus den Pilzen darzustellen, das nach der Hydro. 
lyse Glucose und héchst wahrscheinlich Mannose liefert. C. Reuter ) hat 
im Laboratorium von Winterstein das Viscosin des weiBen Pilzes eingehend 
untersucht. Dieser Schleimstoff enthielt 4,259, N, gab die Glykogen- 
reaktion und nach der Hydrolyse die Fehlingsche und Biuretreaktion. 
Nach der Hydrolyse von 40g Viscosin erhielt der Autor etwas Xanthin 
und wahrscheinlich Guanin, und ist deshalb geneigt, das Viscosin zu den 


1) Boudier, Die Pilze, S. 48, 1867. 
*) E. Winterstein, Berl. Ber. 26, 3098, 1893. 


3) J. Zellner, Monatshefte f. Chem. 1906, S. 113. 
4) Derselbe, ebendaselbst 1915, S. 611. 
) 


5) C. Reuter, Zeitschr. f. physiol. Chem. 78, 167, 1912. 
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pentosidartigen Stoffen zu zihlen. Wahrscheinlich lieBen die Verunreini- 
gu gen es nicht zu, die chemische Zusammensetzung des Viscosins zu 
ermitteln. Deshalb bleibt die Behauptung Zellners') vom Viscosin noch 
bestehen: ,,In chemischer Hinsicht sind diese Korper bisher so gut wie 
nicht untersucht ?).** 

Bei meinen Arbeiten mit Fruchtkérpern verschiedener Lycoperdone 
lenkte ich meine Aufmerksamkeit auf das Vorhandensein groBer Mengen 
Schleimstoff in jungen unreifen Exemplaren. Beim Reifen der Pilze 
verschwand dieser Stoff, sobald man aber das Material der reifen Pilze 
einer schwachen Hydrolyse unterwirft, tritt der Schleimstoff erneut 
auf. Der konstante Stickstoffgehalt dieses Schleimstoffs und die 
positive Fehlingsche Reaktion nach Kochen mit Siauren lassen darauf 
schlieBen, daB dieser Schleimstoff ein Vorgiinger des Chitins sei. Der 
Mykologe de Bary*) lenkte schon im Jahre 1884 seine Aufmerksamkeit 
auf den genetischen Zusammenhang zwischen Pilzschleim und _ Pilz- 
hiille; jedoch war zu jener Zeit noch nichts vom Vorkommen des Chitins 
in Pilzen bekannt. 

Ich legte besonderen Wert darauf, aus den Lycoperdonen den 
Schleimstoff in médglichst reinem Zustande zu gewinnen und die 
giinstigsten Bedingungen fiir seinen Abbau durch Hydrolyse aus- 
zuarbeiten. 

Uber die Gewinnung des Viscosins. 

1. 250g frischer unreifer Fruchtkérper von Lycoperdon piriforme 
wurden zerquetscht und in Wasser aufgeweicht. Nach Verlauf von 
3 Tagen wurde die schleimige Masse durch Leinwand gepreBt und 


5 Tage lang in den Pergamentschlauch des Dialysators gebracht, 
dann mit flieBendem Wasser gewaschen. Nach der genannten Zeit 


war die schleimige Masse in einen amorphen Niederschlag verwandelt, 
dessen Volumen um das Achtfache gesunken war, im Vergleich zum 
kolloidalen Ausgangsprodukt. Die Substanz wurde entwissert und mit 
Alkohol und Ather gewaschen. Das erhaltene weiBe trockene Pulver 
wurde nochmals mit Alkohol und Ather im Soxleth gewaschen und bis 
zum konstanten Gewicht getrocknet. 

Aus 250¢ Pilzen mit einem Wassergehalt von 90°, wurden 
2.75 g Viscosin — das ist 11%, Trockengewicht — erhalten. 

2. Zu 500g desselben Pilzmaterials wurden 750 cem 95 proz. Alkohols 


gegeben und 5 Jahre lang stehen gelassen. Danach wurde der Inhalt in 
einem MoOrser zerrieben, auf einem Biichnertrichter abfiltriert, mit Alkohol 


1) J. Zellner, Chemie der héheren Pilze 1907, 8. 119. 

2) Jiingst hat J. Zellner (Anzeig. Ksl. Ak. Wiss., Wien, Math. KI. N. 14, 
$. 189, 1918) aus Scleroderma vulgare ein viscosinahnliches Kohlenhydrat 
erhalten, das bei der Hydrolyse Mannose lieferte. Zit. nach Bot. Centr. 

» 


3) De Bary, Morphologie der Pilze 1884, 8. 13. 
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gewaschen und an der Luft getrocknet. Zu dem trocknen Pulver wurilen 
200 com Wasser bis zur breiartigen Konsistenz zugefiigt und die schlein ig: 
Masse dann durch Leinwand ausgepreBt; weiterhin wurde wie bei Versuc|, | 
verfahren. Die Viscosinausbeute war 8,2 g oder 16% des Trockengewic its 

3. 52g Pilze wurden sofort durch Leinwand gepreBt nach voraus. 
gegangenem Zerquetschen und Aufweichen im Wasser. Das Viscosin wurde 
durch Alkohol gefallt und getrocknet; Ausbeute 1,68 g aus 6,51 g Trocken 
substanz oder 25,8"). 

In allen Fallen wurde ein weiBes oder ein etwas ins Graue gehencles 
Viscosinpulver erhalten, das sich sehr schwer mit Wasser mischen lieB und 
keine kolloidale Lésung bildete. Wihrend der Dialyse und beim Trockien 
entsteht eine Denaturation des Viscosins. 


Die Zusammensetzung des Viscosins und die Resultate seiner Hydrolyse, 
Das Viscosin wurde auf seinen Stickstoffgehalt nach Kjeldul| 
und auf seinen Phosphorgehalt hin nach Newmann untersucht. Die 
Zahlen der verschiedenen Praparate fielen etwas ungleich aus, dic 

Abweichungen sind jedoch nicht bedeutend. 

N i 

1. 6,12% 1,14% 

2. 6,42% 1,00 % 

3. 6.51% 0,98%. 

Einige Male wurden Praparate mit héherem Stickstoffgehalt erhalten, 
aber durch weiteres Reinigen gelang es, die Stickstoffzahl herabzusetzen 
In einigen Fallen war die Viscosinmenge geringer, als erwartet wurde 
Wahrscheinlich entstand dabei eine Denaturation des Viscosins im Pilz. 
organismus; infolgedessen war es unmdglich, das Viscosin in Form von 
Schleim auszuscheiden. 


. . y . 
Die Hydrolyse wurde bei groBem Uberschu8 an konzentrierter 
Salzsiure und Anwendung von SnCl, ausgefiihrt. 


Versuch 1. 1,6116g Viscosin mit 107,7 mg Gesamtstickstoff wurden 
auf siedendem Wasserbade mit 50 cem 24 proz. HCl und 2g SnCl, 4 Stunden 
lang erwirmt; ein unbedeutender Niederschlag sogenannter Huminsub- 
stanzen von 7,2 mg N wurde abfiltriert; im Filtrate waren 100,5 mg N ent- 
halten. 


In 5ccm (von 60 ccm) wurde bestimmt N nach van Slyke 7,71 mg 
Gesamtstickstoff im Filtrat nach van Slyke... . . 92,5 
Oehetenbokt ter PR ie ei owiehe te 2 00,5 
Folglich wurde Stickstoff von Aminogruppen erhalten . 92,1 


Das Filtrat wurde mehrfach mit Wasser verdiinnt, das darin enthaltene 
SnCl, durch H,S entfernt. Das Filtrat wurde eingedampft, zuerst aui 
dem Wasserbade, dann im Vakuumexsikkator tiber KOH zur Entfernung 
der Spuren Chlorwasserstoff; die ausgeschiedenen Kristalle wurden unter- 
sucht. Das Hydrolysat zeigte sich nach Ausfallung des SnCl, mit 


1) Die Analysen zeigten, daB der dritte Versuch eine Substanz ergab, 
die durch Gemisch mit anderen mehr verunreinigt war, als die der beiden 
ersten Versuche. 
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Fehling stark positiv, das Kupferoxydul fiel bereits schon in neutralem 
Medium aus. Das Kochen nach Bertrand mit groBer Menge Lauge erzielte 
sehr kleine Niederschlage von Kupferoxydul. Mit Phenylhydrazin wurde 
kein kristallinisches Osazon erhalten. Alle diese Tatsachen sowie der 
Befund von 92,1° Aminogruppenstickstoff fiihrten zu der Annahme, daB 
bei der Hydrolyse des Viscosins Glucosamin entsteht. Da die aus dem 
Hydrolysat ausgeschiedenen Kristalle Beimengung von Calcium enthielten, 
so bediente ich mich bei der Glucosaminbestimmung der Methode von 
Steudel*), Die Kristalle wurden in 10 cem Wasser gelést, 5 cem n/1 Kali- 
lauge zugesetzt, und nach Abkiihlen mit Schnee wurde tropfenweise Pheny]- 
isocyanat hinzugefiigt. Es entstand ein amorpher Niederschlag einer Ver- 
bindung von Glucosamin mit Phenylisocyanat (etwa 1 g Trockengemisch). 
Dieser weiBe Niederschlag wurde nach Steudel eine Stunde lang mit 20°) 
Essigsiure gekocht, wobei sich Kristalle der Anhydridverbindung in langen 
Nadeln ausschieden; nach einer zweifachen Kristallisation wurden 0,15 g 
reine Substanz mit dem Schmelzpunkt 212° erhalten. 

57,0 mg gaben 5,75 mg N oder 10,09% N. 

Berechnet fiir die Anhydridverbindung des Glucosamins mit Phenyl- 
isocyanat 10,03% N. 

Auf diese Weise wurde die Anwesenheit des Glucosamins kon- 
statiert. Fir die Beantwortung der Frage, ob in den Hydrolyse- 
produkten aufer Glucosamin auch Aminosiuren enthalten sind, be- 
nutzte ich den Hinweis Steudels, daB seine Methode die Trennung 
des Glucosamins von Aminosiiuren ermégliche. Das Glucosamin soll 
nimlich nach Steudel durch Phenylisocyanat aus alkalischem Medium, 
die Aminosiure aus saurem Medium ausgefillt werden. Nach Ab- 
filtrieren der Glucosaminverbindung aus alkalischem Medium siuerte 
ich das Material an und. fiigte Phenylisocyanat hinzu, aber in diesem, 
sowie auch in den iibrigen analogen Fillen gelang es nicht, einen Nieder- 
schlag von Aminosiuren zu erzielen. Die Aminosiuren fehlen gianzlich 
bei der Hydrolyse des Viscosins. Eine quantitative Ausfillung simt- 
lichen bei der Hydrolyse des Viscosins entstandenen Glucosamins ist 
unméglich, da desselbe beim Eindampfen der Lésungen sehr leicht 
verharzt; ich versuchte, gewisse molekulare Beziehungen zwischen 
seinen Aldehyd- und Aminogruppen aufzustellen. In einem der Hydro- 
lyseprodukte des Viscosins bestimmte ich in einzelnen Proben den 
Stickstoff nach van Slyke, und in parallelen Proben den Zucker nach 
Fehling, indem ich die Kupferoxydulfillung in neutralem Medium 
ausfiihrte und die Niederschlige nach Bertrand titrierte. Die Resultate 
fiir Hydrolysate an verschiedenem Pilzmaterial fielen etwas ver- 
schieden aus. 


mg Zucker mg Stickstoff 
bedingungsweise berechnet auf Glucose der Aminogruppen 
1. 86 8,8 
2. 56 6,0 


1) H. Steudel, Zeitschr. f. physiol. Chem. 84, 352, 1902. 
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Wenn Glucose vorhanden wire, so wiiren die molekularen }; 
ziehungen 180: 14. 

Selbst diese unsicheren Versuchsresultate mégen zur Bestitiyuny 
dienen, daB das Glucosamin als ein Hauptbestandteil bei der Viscosi, 
hydrolyse auftritt?). 


Ich fiihre noch die Resultate eines Versuches an, der unter e 
anderen Verhaltnissen ausgefiihrt ist. 

Versuch 2. 2,4335 g Viscosin wurden 2 Stunden lang auf dem Wasse 
bade mit 250 cem Salzsiiure (1,19) und 3g SnCl, gekocht. Die ganze Su! 
stanz léste sich bis auf einen unbedeutenden Niederschlag von Huw 
substanzen, der abfiltriert wurde. Von dem Filtrate wurden Proben 
je 20cem entnommen und in ihnen bestimmt: 


L, : KIMMIE a Good iegcre “ecivinse deuce: «ee ae 
2. Stickstoff nach van Slyke. ...... BBG... 
folglich Aminogruppenstickstoff nur... . 44,8%. 


Nach Verdiinnen mit Wasser und Durchleiten von Schwefelwasser 
stoff zur Entfernung des Zinns wurde das Filtrat auf dem Wasserbad 
bis zu einem kleinen Volumen eingedampft. Von neuem wurden Probe 
von je 3ccm entnommen und in ihnen bestimmt: 


I, Gleseamtetonsonr fg. 6... 6) in s.s 2 >'s, 10,38-meg 
2. Stickstoff nach van Slyke. ...... 2. an 
d. h. Aminogruppenstickstoff ...... . 82,6%. 


Das erneute Erwirmen auf dem Wasserbade erzielte eine vollstandiger 
Hydrolyse des Viscosins. In diesem Falle wurde nach den betreffende: 
Vorarbeiten eine Fallung mit Phenylisocyanat hervorgerufen; die hierbe 
erhaltene Anhydridverbindung des Glucosamins wurde zweimal un 
kristallisiert und analysiert: 

75,6 mg gaben 7,64mg N oder’ 10,10% N. 
DOTOOMGG. . kk 5, 6 seers we SOE ey Ne 


Uber den Phosphorgehalt des Viscosins. 


Die konstante und sehr wenig abweichende Phosphormenge in 
Pilzmaterial gibt Veranlassung, ihn als einen Bestandteil des Viscosin- 
zu betrachten. Die Bindung des Phosphors in Form von Phosphorsiiur 
mit dem Viscosin scheint aber nicht sehr stabil zu sein, was aus folgenden 
hervorgeht. Zu 1,1432 g Viscosin wurden 10 ccm konzentrierte Salz- 
siure hinzugefiigt; nach 15 Minuten wurde der Inhalt filtriert und 
mit Wasser gewaschen. In dem gelblich gefarbten Filtrat waren 83,7 | 
der Phosphorsiure gelést, die in der abgewogenen Substanz enthalten 
war. Durch weiteres Behandeln mit Salzsiure kann man das Viscosin 
ohne Miihe vollstandig von Phosphor befreien. Um ein Urteil zu er- 


1) AuBerdem werden bei der Viscosinhydrolyse die Aminogruppe! 
friiher als die Aldehydgruppen abgespalten. Es bestehen niimlich Zwische 
produkte («- und 8-Lycoperdin, s. weiter unten), deren beide Aminogruppe: 
frei sind, wihrend von den beiden Aldehydgruppen die eine gebunden is! 
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ielen, Ob der Phosphor in organischer oder in anorganischer Form 
ibgespalten wird, wurde bei solch einem  salzsauren Auszuge die 
Phosphorfallung nach Neumann ohne vorangehende Mineralisation mit 
.wefel- und Salpetersiure durchgefiihrt. Das Resultat war 5,17 mg 


ie 


sphor. Nach vollstandiger Verbrennung 5.20 mg P, d. h. simt- 
licher Phosphor hat sich vom Viscosin in Form von Phosphorsiiure 
ibyespalten. 

Das in den unreifen Exemplaren vorhandene Viscosin verschwand 
heim Reifen, indem es sich, wie aus meiner weiter folgenden Arbeit 
zu ersehen ist, mit dem Eiwei®stoff zu einer stabilen unléslichen Ver- 
hindung umsetzte. Zwischen dem Chitin und dem Glucosamin_ be- 
stehen einige gut untersuchte Verbindungen. Es ist mir gelungen, 
aus reifen Pilzen eine Verbindung vom Typus Chitosan darzustellen, 
die ihrer chemischen Zusammensetzung nach dem Viscosin nahe steht. 


Chitosan aus reifen Pilzen. 

Gewinnung. 700g trockenes Pulver reifer sporenhaltiger Lycoperdon 
piriforme wurden mehrfach auf dem Wasserbade aufeinanderfolgend mit 
\ther, Alkohol, Wasser bis zum volligen Auszuge behandelt. Dem Pilz- 
material wurden dann 2 Liter Wasser und 150 cem konzentrierte Salz- 
siure (von einem Gehalt von 42,9 g HCl) hinzugefiigt und 6 Stunden bei 
Zimmertemperatur stehen gelassen. Der dunkle Extrakt wurde dann auf 
dem Buchnertrichter von der Pilzmasse getrennt. Bei der Neutralisation 
des dunklen Filtrats mit Natronlauge schied sich ein massiver griinlich- 
dunkler, flockiger Niederschlag ab. Die ausgefillte Substanz wurde mit 
Wasser, Alkohol, in der sie etwas léslich ist — und Ather gewaschen 
und bis zum konstanten Gewicht getrocknet. 

Es wurden 7 g Trockensubstanz erhalten. 

Durch wiederholtes Ausziehen der Pilzmasse mit einer neuen Menge 
Salzsiure wurden noch 3g Trockensubstanz erhalten und beim dritten 
Mal noch 1,7 g, so daB im ganzen aus 700g Pilzmaterial 11,7 g Chitosan 
oder 1,67%, erzielt wurden. 

Bei einem anderen Versuch wurden aus 800g Pilzmaterial bei einem 


zweifachen Ausziehen 18 g Chitosan oder = 2,25°, erhalten. 


Eigenschaften des Chitosans. Eine Substanz von griinlichdunkler 
Farbe, leicht léslich in schwachen Sauren und Alkalien, aus denen 
es durch Neutralisation wieder ausgefallt wird. Die Analysen (nach 
Trocknen bei 105°) auf Stickstoff und Phosphor gaben folgende Re- 


sultate : 
A. (Aus 700g Pilzmaterial) . . N P 
Aon, Anes Ooi! os OIG 0,94 % 
i 2. - ie  -ae a e 1,93 % 
i 3. Ss wep ner coheeas 2,46% 
B. (Aus 800 ¢ Pilzmaterial) 
Aus l. und 2. Auszuge . . . 5,37% 3,94 %. 


Die Phosphormenge ist nicht bestiindig. Der Phosphor ist aber 
ein Bestandteil der Substanz, was aus folgendem zu ersehen ist: 
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Das aus dem zweiten Auszuge gewonnene Chitosan wurde in 
0,5 proz. HCl gelést und nach einstiindigem Erwiarmen bis zu 40°C aus de; 
Losung durch Neutralisation mit Natronlauge gefallt; der Niedersc}.|ay 
wurde mit Wasser, Alkohol und Ather gewaschen. 


Phosphor nach Behandlung mit HCl... . 192% 
vor Ba he ae ee 


Bei einem anderen Versuch wurde Chitosan B (aus 800g Pilzen) j 
0,5 proz. Salzsiure gelést. 2,3876g wurden in 100ccm Salzsaure gelést und 
das Ganze auf dem Wasserbade eine Stunde lang erwirmt; dann wurde 
die Lésung mit Atznatron neutralisiert und der Niederschlag, nach Wasc|ie1 
mit Wasser, Alkohol und Ather bei 110° getrocknet. Die Ausbeute wai 
1,4643 g Substanz. 


N P 
7% 3,04% 
0%  4,03% 


Der Ausgangschitosan enthielt . 
Nach der Behandlung mit Salzsiure 


3 
3 


An der Zusammensetzung der Substanz hat keine Veranderung statt 
gefunden; nachdem sie aber auf dem Wasserbade mit 10 und 20 proz 
Salzsiure erwirmt wurde, spaltete sich die Phosphorsiure vollstiindig ab: 


N P 
Zuerst war im Chitosan enthalten. .. . 6,51% 0,98 % 
Nach Behandlung mit konzentrierter Salzsiure 6,38 °% oO: -% 


Die Phosphorsiureabspaltung beeinfluBt fast gar nicht den Stick- 
stoffgehalt der Substanz. Das Chitosan hat den Charakter einer Base 
in Bindung mit Phosphorsiure. Eine energische Behandlung mit 
Salzsiure fiihrt dazu, die Phosphorsiure im Chitosan in molekularen 
Verhialtnissen mit Chlorwasserstoff zu substituieren. Da H,PO, und 
3 HCl sehr nahe Molekulargewichte, 98 und 109,5 (36,5 x 3), besitzen 
so beeinfluBt der Austausch der Sauren fast gar nicht das Gesamt- 
molekulargewicht des Chitosans, das an und fiir sich ein sehr hohes ist 
Es muB noch bemerkt werden, da das von mir untersuchte Pilzmateria| 
eine groBe Anzahl Verbindungen basischen Charakters enthalt, an 
denen die Zwischenprodukte zwischen Chitin und Glykosamin groBen 
Anteil nehmen. Bei Behandeln von 700 g Pilze (s. oben) mit 150 ccm 
Salzsiure (von einem Gehalt an 42,9g HCl) wurden im Filtrate mit 
den Waschwissern nur 11,6g freie Siure nachgewiesen, d. h. 31,3 g 
HCl wurden vom Pilzmaterial absorbiert. 


Die Hydrolyse des Chitosans. 9,2280g Chitosan (mit 5,37°% N und 
3,94 % P) wurden auf dem Wasserbade 4 Stunden lang mit 300 ccm 24 proz. HC! 
und 6 g SnCl, erwarmt. Nach dem Abfiltrieren des unbedeutenden Nieder 
schlages, sogenannter Huminsubstanzen, wurden von den 300 ccm Filtra: 
je 10cem zur Bestimmung von Gesamtstickstoff und von Stickstoff nac! 
van Slyke entnommen. 


1, Gesamt-N .. . 12,6 mg | d. h. 67,59 des Gesamt-N 
2. N nach van Slyke 85mg! bestehen aus Amin-N. 
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Ein weiteres zweistiindiges Erwiirmen einer Filtratprobe fiihrte zur 
\pnahme des Aminstickstoffes. In der klaren Fliissigkeit zeigten sich 
Flocken von Huminsubstanzen. Das Chitosan lefert an und fiir sich bei 
der Hydrolyse mehr Huminsubstanzen und verharzt leichter als das Viscosin. 
Kin Teil des Filtrats, der 170,1 mg Aminstickstoff enthielt, wurde mit 
Wasser verdiinnt, dann zur Entfernung des Zinns mit H,S behandelt. 
Nach dem Eindampfen auf dem Wasserbade wurde die Probe im Vakuum- 
exsikkator tiber Natronkalk stehen gelassen. Nach einigen Tagen schieden 
sich 1,3 g Kristalle aus, in denen nach doppelter Kristallisation der Chlor- 
wasserstoff durch Fallen mit AgNO, entfernt, der Stickstoff nach van 
Slyke bestimmt wurde. 

1. 123,3 mg Substanz gaben 7,95 mg N, d. h. 6,45% N. 

Berechnet fiir Salzsaures Glucosamin C,H,,NO,;. HCl 6,50% N. 
188,1 mg Substanz gaben 125,2 mg AgCl oder 16,35 % CL. 
Berechnet fiir salzsaures Glucosamin C,H,,NO,;. HCl 16,45 % Cl. 
104,9 mg Substanz gaben 6,89 mg N (nach van Slyke) statt 6,81 mg. 
99,3 mg Substanz gaben 6,50 mg N (nach van Slyke) ,, 6,45 mg. 
d.h. in Probe 3 und 4 wurde der Gesamtstickstoff nach van Slyke ab- 
gespalten. 

Es unterliegt keinem Zweifel, daB beim Abbau der Substanz 
Glucosamin entstanden ist. Im vorliegenden Falle ist mehr als die 
Halfte des in der Probe vorhandenen Stickstoffs in Form von salz- 
saurem Glucosamin auskristallisiert. Die Hydrolyseprodukte zeigten 
stets deutlich positive Reaktion mit Fehling, wenn die Fallung des 
Kupferoxyduls in neutralem Medium ausgefiihrt wurde. Es wieder- 
holen sich hier also dieselben Ergebnisse, wie sie sowohl bei der Be- 
stimmung des Glucosamins als auch bei der Hydrolyse des Viscosins 
beobachtet wurden. In einem anderen Hydrolyseversuch von 0,5 g 
Chitosan mit 30ccm 24proz. HCl kamen in der Versuchsprobe, die 
19,7 mg Gesamtstickstoff enthielten, auf Stickstoff nach van Slyke 
16,1 mg, d. h. 81,8%. Das Fehlen der Aminosiuren laBt darauf 
schlieBen, daB das Glucosamin sowohl bei der Hydrolyse des Chitosans, 
als auch bei der des Viscosins ein Hauptbestandteil ist. 

Araki*) hat zuerst Chitosan durch Schmelzen des Chitins mit Atzkali 
erhalten. Das so erhaltene Produkt léste sich in schwachen Alkalien, 
aber nicht in Wasser. H. Brach?) hat den chemischen Zerfall des Chitins 
untersucht. Er kommt zu dem Schlusse, daB das aus dem Chitin erhaltene 
Chitosan aus nicht weniger als vier Glucosaminen oder Monoacetylglucos- 
aminen bestehe, da nach seiner Meinung auf jedes der vier N-Atome vier 
Acetylgruppen kommen. 


Kotake und Sera*) haben in einer vortrefflichen Arbeit die Ver- 
bindungen untersucht, die bei der Hydrolyse des Chitins dem Glucos- 


1) Araki, Zeitschr. f. physiol. Chem. 20, 498, 1895. 
2) Hugo Brach, diese Zeitschr. 38, 468, 1912. 
8) J. Kotake und Y. Sera, Zeitschr. f. physiol. Chem. 88, 56, 1913. 
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amin vorangehen. Durch eine teilweise Hydrolyse des Pulvers 
Lycoperdonen haben die Autoren zwei kristallinische Derivate 
a- und £-Lycoperdin — hergestellt, die nur aus zwei Molekiilen Gluc os. 
amin bestanden und bei der Hydrolyse abgespalten haben nach <\c 
Gleichung: Cy; Hy4gN,O, + H,O + O = 2C,H,,NO, 4+ HCOOH. 

Die Lycoperdine, deren Strukturformel die Autoren festgestel|t 
haben, enthalten zwei freie Aminogruppen, verhalten sich bei ce 
Fehling- und Biuretreaktion positiv und erscheinen als starke Salz- 
bildner. Diese héchst wertvollen Angaben erméglichen es, uns cin 
Bild von der Umsetzung des Glucosamins in Chitin zu machen. Das 
erste Produkt der Synthese ist das Lycoperdin, darauf folgt die Gruj jc 
der Chitosane, analog der Gruppe der Polypeptide und Dextrine 
Die Salze des von mir gewonnenen Chitosans sind schon in Wass 
unléslich; der gesamte Stickstoff des Lycoperdins spaltet sich nach 
van Slyke ab, wihrend meine Chitosanpriiparate einen verschieden 
hohen Prozentgehalt freier Aminogruppen aufweisen, z. B.: 

1. Aus 18,46 mg Gesamtstickstoff wurde erhalten: 

Stickstoff nach van Slyke ... . 4,18, d.h. 22,6% 

2. Aus 12,75 mg Gesamtstickstoff: 

N nach dan Slghbe's2-. 6 05) 0 1 661, aah. 

In EiweifBstoffen, die zuerst nur unbedeutende Mengen freic 
Aminogruppen enthielten, steigt ihr Gehalt parallel mit dem Vorgang 
des Abbaues. Dieselbe Erscheinung tritt auch beim Zerfall des Chitins 
auf. Je weiter die Spaltung des Chitins vorausgeschritten ist, desto 
mehr bindet das Chitosan Siiuren. Aus diesem Grunde kann der Gehalt 
der an verschiedene Chitosane gebundenen Phosphorsiure variieren 
Meiner Meinung nach erscheint das Viscosin als ein hochmolekulares 
Chitosan; der Phosphorsiuregehalt in ihm ist jedoch stets geringer als 
in verschiedenen Chitosanen, die von mir beobachtet wurden. Wenn 
das Lycoperdin von Kotake und Sera eine Verbindung mit Phosphor- 
siure ware, so miiBte sie 4.95% P (C,,H,,N,O,.?/, H,PO,) enthalten, 
wihrend der Phosphorsiuregehalt in meinen Priparaten geringer wa 

Auf die Annahme hin, das Viscosin als Zwischenprodukt des Chitins 
anzusehen, mu ich auf die Arbeit von Alsberg und Hedblom') hinweisen. 
Diese Forscher hielten Chitin tierischer Herkunft (aus Limulus) 9 Monate 
lang in sechwacher Salzséure (nicht tiber 5%). Nach Entfernung der Saure 
und nach dem Trocknen machten sie die Beobachtung, daB das erhaltene 
Produkt im Wasser quoll und sich in Gelee verwandelte. Von Interesse 
ist ferner, da nach erneutem Wasserentziehen und Trocknen ein anderes 
Produkt entstand, das sich nicht mehr, weder in kaltem noch in warmem 
Wasser léste. Eine ahnliche Erscheinung der Denaturation beobachtete 
ich, wie oben beschrieben, auch beim Trocknen des Viscosins. 


') C. L. Alsberg and C. A. Hedblom, Journ. of Biol. Chem. 6, 483, 1909 
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Die Lycoperdone liefern bei der Hydrolyse groBe Mengen Glucos- 
»min. worauf schon Blanksma!) aufmerksam machte. An diesen Pilzen 


’ ; ° ¥ a. e28 ° " ‘ 
yelingt es, die if bergiinge von Chitin bis zum Glucosamin zu verfolgen. 


Unwillkirlich stellt sich mir die Frage, ob man die fiir das Viscosin 
ler Lycoperdone zutreffenden Angaben auch auf das Viscosin anderer 
Pilze tibertragen kann. 

Die Versuchsresultate vieler Autoren, die am Chemismus des 
Viscosins gearbeitet haben, unter anderem auch die von Reuter (I. c.), 
fihren mich zu der Uberzeugung, daB ihr Praparat, welches einige 
Beimengungen enthielt (wie Xanthin, Guanin), ein Viscosin darstellte, 
las bei der Hydrolyse Glucosamin liefern mubite. 

Die Biuretreaktion?), die die Gemiiter vieler Autoren verwirrte 
und die man bei einer unvollstandigen Hydrolyse des Viscosins erhiilt, 
erscheint als konstitutionelle Eigenschaft einer Verbindung, die aus 
zwei Glucosaminen besteht. 

Somit kénnen wir den hydrolytischen Abbau des Chitins in Pilzen 
wie auch den der Synthese) analog dem des Eiwei®stoffes und der 
Stirke in einzelnen Phasen darstellen: 

Chitin » Viscosin -» Chitosane ~» Lycoperdine*) - Glucosamin. 

Die Umsetzung des Viscosins in Chitin beim Reifen der Lycoperdone 
fihrt parallel zur Bindung des Viscosins mit Eiweifstoffen der Pilze 
und zur Bildung phosphorhaltiger Glucoproteide, wie aus folgender 
Abhandlung zu ersehen ist. 

Zuletzt komme ich zu folgenden Schliissen: 


Zusammenfassung. 

1. Aus unreifen Fruchtkérpern von Lycoperdon piriforme kann 
man 11 bis 25,8° Pilzschleimstoff- Viscosin ausscheiden. 

2. Das Viscosin enthilt 6,12 bis 6,51°, Gesamtstickstoff und 
0.98 bis 1,14°% P; nach der Hydrolyse gibt es eine starke Reaktion 
mit Fehling, bis zu 92,1 °/, des Gesamtstickstoffs gehen in Aminstickstoff 
liber, der nach van Slyke bestimmt wird. 

3. Das Fehlen der Glucose bei der Hydrolyse trotz der starken 
feaktion mit Fehling, sowie auch das Fehlen der Aminosiuren und 
die Bildung des Glukosamins erméglichen uns, das Viscosin als den 


1) J. Blanksma, Chem. Weekblad 10, 96, 1913. 

2) Ar. Dox and R. E. Neidig, Journ. of Biol. Chem. 18, 167, 1914. 
Die Autoren haben aus Penicillium expansum eine gummiartige Substanz 
mit 10,9494 N ausgeschieden, welche bei der Hydrolyse Biuretreaktion 
und starke Reduktion mit Fehling zeigte. Die Autoren nehmen an, dai 
die Substanz aus Pepton. Glucose und anorganischen Salzen  besteht. 

3) Kotake und Sera, }. e. 
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Vorginger des Chitins anzusehen, das bei der Hydrolyse zur H: nt 
sache nur Glucosamin liefert. 


4. Phosphor wird von Viscosin in Form von Phosphorsiure a). 


gespalten, sofern letztere in salzartiger Bindung vorliegt. 


5. Aus reifen Pilzen Lycoperdon piriforme sind Substanzen nj; 


wechselndem Gehalt an Stickstoff, nimlich 5,37 bis 6,72%, und ar 
Phosphor 0,94 bis 3,94% erhalten, die zur Gruppe der Chitosane » 
héren und die bei der Hydrolyse Glucosamin liefern. 

6. Das Viscosin und die Chitosane scheinen Zwischenprod 
bei der Synthese des Chitins aus Glucosamin zu sein. 
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Uber die Natur des EiweiSstoffes der Pilze. 
Von 
Nicolaus N. Iwanoff. 
\us dem pflanzenphysiologischen Institut der Universitat zu Petersburg.) 


(Eingegangen am 8. Februar 1923.) 


Die Analysen verschiedener Pilze deuten bestandig auf ihren 
hohen Stickstoffgehalt hin, aber die Gewinnung der Pilzeiweibstoffe 
ist mit groBen Schwierigkeiten verbunden. Ihre Ausbeuten sind ver- 
hiltnismaBig klein im Vergleich zum Gesamtstickstoffgehalt. Be- 
kanntlich kann man die Grundsubstanz des PilzeiweiBes nicht wie 
das Pflanzeneiwei8 nach EKinwirkung von Salzlésungen (Natrium- 
oder Ammoniumchlorid) extrahieren. 


AuBer von wissenschaftlichem Interesse ist die Kenntnis der chemischen 
Zusammensetzung des Eiweibstoffes und seiner Umsetzungsprodukte von 
groBer praktischer Bedeutung fiir die Ausnutzung der Hutpilze als Er- 
nihrungsfaktor. Als Objekt zu den ersten Untersuchungen tiber den EiweiB- 
stoff dienten niedere, schleimige Pilze. Brakonnot') fand in frischen Myxomy- 
ceten ,,matiére animale‘‘ vor, das durch Kochen und Einwirkung von 
Tannin erhalten wurde. Mit demselben Objekt beschiaftigte sich spater 
Reinke*). Seine klassische Arbeit umfaSt die chemische Untersuchung 
des lebenden Protoplasma in Athalium, sowie auch des ruhenden, in den 
Sporen dieses Pilzes befindlichen Protoplasmas. Die unldésliche Pilzmasse, 
nach Behandlung mit Wasser, Alkohol, 10° NaCl, 0,2% KOH und 
2% HCl erhalten, wurde von Reinke Plastin genannt und als ein den EiweiB- 
stoffen nahestehender Kérper charakterisiert. Das Plastin enthalt im Mittel 
bis zu 12% N, 53,49 °%% C und 7,229 H, und gab Reaktionen auf Phosphor 
und Schwefel. Nach Reinkes Auffassung steht das Plastin Nukleinen nahe, 
oder besteht aus EiweiSstoffen, die an organischen Phosphor gebunden 
sind. O. Loew*) wiederholte die Arbeit Reinkes in bezug auf Plastin und 
sprach den Gedanken aus, daB die Angaben Reinkes tiber die Unldéslichkeit 
des Plastins in 0,2% KOH, nicht geniigen, diese Substanz als einheitlichen 
Kérper zu charakterisieren. Der geringe Stickstoffgehalt von 12%, um 
3,5% weniger, als beim Albumin, fiihrte Loew zu der Annahme, dal 


1) Brakonnot, Ann. de Chim. 80, 283, 1811. 

2) Reinke, Studien iiber das Protoplasma I—I{I.; Unters. bot. Lab. 
Universitat Gottingen 1881. 

3) O. Loew, Bot.-Ztg. 1884, S. 113. 
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es Reinke wohl mit einem stark verunreinigten EiweiBstoff zu tun g¢g 
hatte. Loew fand in Athalium ein in Wasser unldésliches, in Sals 
lésliches Kohlenhydrat, das Reinke nicht nachgewiesen hatte. Dieses K 
hydrat im Plastin konnte nach Loews Meinung die Ursache 
niedrigen N-Gehaltes sein. Obgleich das Plastin nach Loew einig 
mengungen enthalt, so besteht es in seinem Hauptanteil aus Eiweil} 
Die Benennung ,,Plastin‘*‘ wurde von Zacharias!) und anderen Au 
angenommen und hat sich bisher erhalten. Seine chemische Struktur 
aber noch nicht als aufgeklart angesehen werden. Die Arbeit von [ 
mann*), die den Nahrwert und die Verdaulichkeit der Pilzeiwei(s 
mit anderen Ernahrungssubstanzen verglich, hat wenig Neues gebr 
Winterstein®) hat eine neue Methode zur Gewinnung des Pilzeiweib« 
gewandt und gezeigt, daB durch Behandlung mit 10 bis 20°) Salzsiiun 
bei Erwarmen auf dem Wasserbade, groBere Mengen  stickstoffhal: 
Substanzen in Lésung gehen, als durch Behandlung mit Lauge in der Kilt; 
Phosphorwolframsaure gibt in dieser salzsauren Lésung einen volumin 
Niederschlag, aus dem man nach Entfernung der Phosphorwolframsiiin 
eine Substanz erhalt, die charakteristische Eiweibstoffreaktionen 

K. S. Iwanoff*) hat im Laboratorium von N. Krawkoff Eiwei®stoffe 
Bakterien (Boletus edulis, Aspergillus niger) und Mutterkorn nach de 
Methode von Krawkoff hergestellt. Das erhaltene Produkt war unldéslich 
in Wasser, Salzl6sungen, schwacher Saure, aber léslich in sechwacher Laug: 
und konzentrierter Salzsiure, und zeigte beim Verbrennen den Geruch 
von verbranntem Horn. Der Eiwei®stoff enthielt schwankende Mengen 
Stickstoff, Phosphor und Schwefel. Auf Grund des Vorhandenseins von 
Phosphor wurden die genannten Verbindungen zu den Nucleoproteiden 
gezahit. Wintersten und Hofmann®) haben die Pulver einiger Hutpilz 
mit Ather, Alkohol und Wasser gewaschen. Den abgewaschenen Rest 
extrahierten sie in einigen Fallen mit Baryt, Atznatron und Kali, in anderen 
mit rauchender Salzsiure auf dem Wasserbade. Die aus beiden Versuchen 
erhaltenen Substanzen gaben positive EiweiBstoffreaktionen, enthielten 
aber in ihren verschiedenen Priaparaten variable Mengen Stickstoff (bis 
14°). Bei voiliger Saurehydrolyse von 100g Substanz erhielten dir 
Autoren 6,3 g Histidin, 10,7 g Arginin und 6,3g Lysin. C. Reuter®) hat 
im Laboratorium von Winterstein EiweiBstoffe aus dem Pulver des weiben 
Pilzes nach der Methode von Krawkoff dargestellt. Aus 10g Trocken 
substanz erhielt der Autor 3,3 g eines Produktes mit 14°, N-Gehalt. Wenn 
man die Extraktion mit 5° Lauge ausfiihrt und das Filtrat mit Essig 
sdure fallt, erhalt man 2,13 g Substanz von 11,7% Stickstoffgehalt. Der 
Autor nimmt an, da das letzte Produkt ‘an ein Kohlenhydrat 
gebunden sei. 


Die Angaben der Autoren iiber die Eigenschaften der Pilzeiweil- 
stoffe sind demnach sehr verschieden. Der Stickstoffgehalt scheint 


1) Zacharias, Prog. rei bot. 3, 67, 1910. 

) Uffelmann, Arch. f. Hygiene 6, 105, 1887. 

3) EH. Winterstein, Zeitschr. f. physiol. Chem. 26, 438, 1898— 1899. 
4) K. S. Iwanof/, Hofmeisters Beitr. 1, 524, 1902. 
) 


2 


5) BE. Winterstein und Hofmann, ebendaselbst 2, 404, 1902; Ho 


mann, Uber die chemischen Bestandteile einiger Pilze. Ziirich 1901. 
6) C. Reuter, Zeitschr. f. physiol. Chem. 78, 167, 1912. 
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EiweiBstoffe der Pilze. 


ibel zu sein; er tritt bald in léslicher, bald in in Wasser unldéslicher 

m auf; Phosphor ist nicht immer nachweisbar. Der grobe Teil 

mit Phosphorwolframsiiure nach vollstindiger Siurehydrolyse 
fillbaren Stickstoffs kann auch Zweifel hervorrufen, denn das _ Pilz- 
material war der Einwirkung rauchender Salzsiure auf dem Wasser- 
hade ausgesetzt. Nach den Angaben von Hofmann wurden nur zwei 
Drittel der stickstoffhaltigen Substanzen dieses Extraktes durch 
Phosphorwolframsiure gefallt. Es wire méglich, daB im Niederschlage 
auber EiweiBstoffen und Produkten ihres primaren Zerfalls auch Sub- 
stanzen weiter abgebauter Diaminosiuren vorliegen. Deshalb unter- 
zogen die Autoren dieses Priiparat einer Hydrolyse. Diese Frage ist 
jedoch durch diese Untersuchungen nicht endgiiltig geklart. 

Im Sommer 1916 hatte ich gegen 30kg unreife Fruchtkérper 
von Lycoperdon piriforme gesammelt. Die im Laboratorium auf 
Filtrierpapier stehengelassenen Pilze reiften nach und bildeten Sporen, 


ro 


die bis zu 75% des Gesamtgewichts erreichten. 

Die stets wiederkehrenden Angaben von Kossel und seiner Schule 
iiber die Anwesenheit von Protaminen und Histonen in den Zeugungs- 
organen veranlaBten mich, soleche Verbindungen im Pflanzenreiche zu 
suchen, und zwar bei reifenden Lycoperdonen, die dicht mit Sporen an- 
gefiillt waren. Ein Versuch, Histone in Pflanzen nachzuweisen, war bereits 
von Krassnosselsky im Laboratorium von Kossel unternommen worden. 
Als Material dafiir dienten ruhende Samen; die Resultate fielen negativ aus‘). 


Zuerst versuchte ich, Eiweifstoffe nach Kossel darzustellen: 
Feines Pulver aus reifen Pilzen oder ihren Sporen wurde nach Waschen 
mit Ather, Alkohol und Wasser einer 1- oder 2proz. Schwefelsiure- 
einwirkung wahrend 1 bis 2 Tagen unterzogen. Das abgesaugte Filtrat 
gab bei Uberschu8 an Alkohol einen flockigen voluminésen Nieder- 
schlag, der mit Alkohel und Ather bei 110° getrocknet wurde. Das 
gewonnene Priparat enthielt 6,50° Stickstoff und ergab nach der 
Siurehydrolyse Glucosamin (s. die vorige Abhandlung). Demnach 
war es auf diesem Wege nicht gelungen, Eiwei®stoffe zu gewinnen. 
Es muBte energischer vorgegangen werden, namlich zur Erwarmung 
des Pilzmaterials mit 2proz. Siure auf dem Wasserbade?). 


Die Methode zur Gewinnung von Pilzeiweif. 
1. Mit 2proz. Schwefelséure bei Erwadrmen. 82g Pulver reifer Pilze 
wurden nach sorgfaltigem Waschen mit Ather, Alkohol und Wasser mit 
200 cem 2 proz. Schwefelsiiure angesetzt und unter Erwairmen auf dem Wasser- 


1) T. Krassnosselsky, Zeitschr. f. physiol. Chem. 49, 322, 1906. — In 
der letzteren Zeit fand Kiesel (A. Kiesel, ebendaselbst 120, 85, 1921) 
bei Untersuchungen der Pollenkérper der Fichte keine Spur von Prot- 
aminen vor. 

2) Siehe meine vorlaufige Mitteilung. Bull. de Acad. des Sciences 
de Russie 1918, p. 397. 
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bade extrahiert. Das ganze Material wurde auf der Nutsche abgesaug: , dey 
Rickstand erneut mit 2 proz. Saure behandelt. Auf diese Weise wurde | ()jq 
extrahiert; in Lésung gingen aus dem gewaschenen Pilzmaterial (0 

Gesamtstickstoff. Die Filtratproben gaben in tiberschiissigem A) |}; 
einen voluminésen Niederschlag, der in der Trockensubstanz 6,4°. \ 
enthielt und nach der Hydrolyse in Glucosamin zerfiel. 

Der saure Extrakt wurde bis zu 10° mit Schwefelsiure versetzt und 
mit Phosphorwolframsaure gefallt. Etwa 85% des gesamten Extrakt 
stickstoffs waren im Phosphorwolframsaureniederschlag enthalten. Nac}; 
dem Einengen gab es mit Phosphorwolframsiure nochmals einen Niede; 
schlag; er wurde wie gewoéhnlich mit Baryt zersetzt. Aus dem Filtrat; 
schied sich nach Reinigen und Abdampfen des Wassers ein Niederschila 
einer gelblichen Substanz aus, die an Tischlerleim erinnerte. Die Ausbeut: 
betrug 1,1 g, darin waren 177mg N, oder 16,09% N enthalten. Durch 
die Phosphorwolframsaéure wurden aus einem Teil des Extrakts 800 mg \ 
gefallt, d. h. 77,9% des im Phosphorwolframsaureniederschlag ent 
haltenen Stickstoffs waren durch Baryt nicht zersetzt worden. Die ganz 
Schleimstoffmenge, die 6,4°% N enthalt und nach der Hydrolyse Glucos 
amin gibt, war also nicht ausgeschieden. 


Die Substanz, die 16,09% N enthalt, wurde in wenig Wasser 
gelést und mit iiberschiissigem Alkohol gefallt. Es fiel ein unbedeutende 
Niederschlag aus; der gréBte Teil der Substanz blieb aber im Alkoho! 
gelést. Die in Alkohol unlésliche Substanz hatte bei der Analyse 
6.41% N (aus 68,1 mg wurden 4,36 mg N erhalten). 


Das Praparat, das aus den in Alkohol léslichen Stoffen nach Ent. 
fernung des Alkohols hergestellt wurde, hatte 16,75°% N (aus 84,9 mg 
wurden 14,22 mg N erhalten). 

Die Ausbeute betrug 1,34°%, davon fielen 16,75 °% dem Stickstoff. 
gehalt zu. 


2. Verdauung durch Pepsin. 45g pulversierter Lycoperdone, wie 
gewohnlich mit Ather, Alkohol und Wasser gewaschen, ergaben 30g Ma. 
terial. Dieses wurde dem VerdauungsprozeB — nach Zusatz von 0,8 % HC! 
mit 2ccm einer Glycerinlédsung mit Pepsin im Liter unterzogen. Nach 
20tagigem Stehen bei 37° wurde die Fliissigkeit auf der Nutsche abgesaugt 
Das dunkelfarbige Filtrat wurde mit Atznatron neutralisiert, wodurch ein 
starker, flockiger Niederschlag ausfiel. Nach Filtration des Niederschlag: 
blieb eine etwas gelblich gefarbte Fliissigkeit zuriick, aus der durch Fallung 
mit Phosphorwolframsaure 0,5 g einer Substanz mit 16,649 N erhalten 
wurde (86,7 mg Substanz gaben 14,43 mg N nach Kjeldahl). Der dunke! 
farbige, flockige Niederschlag (A), durch Neutralisation mit Atznatri 
entstanden, wurde sorgfaltig mit Wasser, Alkohol und Ather gewaschen und 
bei 110° getrocknet. 1,6g Pulver von 9,7% N-Gehalt wurden erhalten 
(236,6mg gaben 22,9mg N). Dieses dunkle Priparat (1,3 g) wurde noch 
mals einer Pepsinverdauung unterzogen; danach erhaltene Substanz hatte 
16,62% N (36,1 mg gaben 6,0 mg N). 

Bei einem analogen Falle, dem Verdauungsversuch von 30g Pulve1 
aus reifenden Pilzen, dem auf einmal ein stark wirkendes Pepsin zugesetzt 
war, wurde durch die Neutralisation des sauren Filtrats ein dunkler Nieder 
schlag mit 6,359% N (aus 105mg 6,67 mg N) erhalten. Das Trocken- 
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vewicht war 1,5 g; auBerdem wurde aus dem Filtrat nach Entfernung des 
dunklen Niederschlages 0,6 g Substanz mit 16,68°, N gefunden. 

Diese Versuche haben ergeben, daB durch die Verdauung des 
Pilzmaterials eine in Wasser lésliche Verbindung mit 16,64°, N und 
eine in Wasser unlésliche mit 6,35 bis 641°, N, die aber in Lauge 
und Saéure léslich ist, entsteht. DaB diese Stoffe als feste Verbindungen 
anzusehen sind, geht daraus hervor, da sich die erhaltenen Zwischen- 
produkte nicht weiter spalten lassen. Diese beiden Substanzen erhielt 
ich auch bei der Bearbeitung des Pilzmaterials mit 2proz. Schwefel- 


F siure. 


3. Extraktion mit 24 proz. HCl auf dem Wasserbade. 750g Pilz- 
material wurde nach vorherigem Waschen mit Ather, Alkohol und 
Wasser zweimal je 11,4 Stunden auf dem Wasserbade in | Liter 
%4proz. HCl extrahiert. Nach Verdiinnung mit Wasser wurde die 
Lisung mit Phosphorwolframsiure gefiallt. Der erhaltene Niederschlag 
wurde wie gewohnlich mit Baryt zersetzt und ergab 17g eines unreinen 
KiweiBpraparates, das durch Alkohol vollstindig gefallt wurde und 
|2,22% N enthielt. Diese Substanz wurde von neuem einer teil- 
weisen Hydrolyse unterzogen. Zu diesem Zwecke wurde sie in Wasser 
gelést, das bis zu 5° Schwefelsiure enthielt; dann wurde die Lésung 
auf dem Wasserbade eine Stunde lang erwiirmt und mit Alkohol gefallt. 
Kin Teil des Versuchsmaterials blieb in Lésung, wihrend der andere als 
dunkler Niederschlag ausfiel. Als Endergebnis wurde erhalten 

aus der Substanz mit 12,22°% N 
Verbindungen: 
Pah Bie. 
in Alkohol unléslich in 80grad. Alkohol léslich 
mit 8,01% N mit 14,159% N 

Die erhaltenen Substanzen mit 8,01 und 14,15° N wurden wieder 
in je 200cem Sproz. Schwefelsiure gelést und 48 Stunden bei 35° 
stehen gelassen. 

Nach dieser Erginzungshydrolyse wurde die ganze Masse wieder 
mit Alkohol gefaillt und in beiden Fraktionen, sowohl der in 80grad. 
Alkohol léslichen Probe I, als auch in der in Alkohol unléslichen Probe II 
der Stickstoff bestimmt. 

Es wurde gefunden in Probe I. . . 16,50% N 
, ; oe Bw «> fi 


Somit wurde aus der Ausgangssubstanz (mit 12,22°, N) erhalten: 


14,15% N 8.01% N 


Y _ 
16,50% N (1) 6,72% N (II) 
Von Probe I, der in 80griad. Alkohol léslichen Substanz, wurden 
5,2 g erhalten. 
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Von der Probe II, der in Alkohol unléslichen Substanz, w 
Hauptmenge durch die verschiedenen Fallungen verloren gega 
Die noch erhaltenen 3g wurden analysiert. Das Praparat en hic) 
0,95°% Phosphor und lieferte nach der Hydrolyse Glucosamin. 

In einem anderen Versuch, bei einer Hydrolyse mit 24° HCl wurd, 
aus dem Pilzmaterial eine dunkle Substanz mit einem N-Gehalt von 9,(\9 
dargestellt, deren unvollstiindige Hydrolyse mit 5° H,SO, folgend 
ergab: 

9,69°, N 


13,70% N 6,28 % N (II) 


. 
16,15 % N (I) 


Das Versuchsergebnis ist, daB in den Pilzen eine Substanz kom 
plizierter Zusammensetzung vorliegt, die beim Abbau zwei feste Ve 
bindungen liefert: I. mit 16,64 bis 16,75 °% N, IT. mit 6,40 bis 6,65°, NX 


Eigenschaften der Substanz I und II. 
I. Peptonartige Substanz : 

1. enthalt 16,64 bis 16,75°% N; 

2. ist in Wasser léslich, sowie in 80grad. Alkohol, aus dem si 
mit Ather gefillt wird; 
gibt farbige EiweiBreaktionen ; 
wird gefallt durch Kupferoxydhydrat, Phosphorwolfram 
siure und Bleiessig; 
spaltet nach van Slyke ohne vorangegangene Hydrolys 
8,64°% ihres Gesamtstickstoffs. Bei einem Versuche wurde: 


aus 96,4 mg Substanz, die 16,15 mg N enthielt, nach van S/ yh: 


im Apparat 1,39 mg abgebaut. 


II. Substanz enthialt 6,40 bis 6,65 °, N, variable Mengen Phosphor 


gibt nach der Hydrolyse Glucosamin. Die Eigenschaften des Kérpers 
stimmen demnach véllig mit dem in der friiheren Abhandlung be- 


schriebenen Chitosan iiberein. 


Hydrolyse der peptonartigen Substanz. 


1. 2,5 g peptonartige Substanz wurden einer vollkommenen Hydrol) « 
mit 30° Schwefelsiiure unterzogen; es waren nur Spuren sogenannte: 
Huminstickstoffs nachweisbar. In den Proben wurde der Gesamtstickstoti 
der Stickstoff des Phosphorwolframsaureniederschlags, der Ammoniak 
stickstoff (mit Kalk iiberdestilliert), sowie der Stickstoff nach van Sli! 
im Filtrat des Phosphorwolframsiiureniederschlags bestimmt. 
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Stickstoffbestimmung aus 
vollstandig hydrolysierten 
Produkten 


Menge N Menge N 


0 


mg 


ee 50,3 100 
Ammoniak-N .... 3.1 6,2 
NH,-Gruppe-N ... 14,0 27,9 
Diaminosauren-N .. . 26,16 52.0 
Es zeigte sich, daB 58,1 °% des Gesamtstickstoffs durch Phosphor- 
wolframsiure gefallt werden. In dem Phosphorwolframsiurenieder- 
schlage wurden Diaminosiiuren nachgewiesen. Nach den Ergebnissen 
der fiir jede Diaminosaure festgestellten charakteristischen Reaktionen 
wurden festgestellt : 


Arginin in Form von Pikrolonat (Schmelzpunkt 224°), 
Histidin ,, _,, - i ( ” 227°), 
Lysin ' . i Pikrat (verpufft bei 250 bis 252°). 


Zur Bestimmung der Diaminosiiuremenge wurde ein neuer Versuch 
angestellt. 


2. 3,3g eines peptonartigen Praparates wurden einer 18stiindigen 
Hydrolyse mit 30°, Schwefelsiure unterworfen, die danach mit Phosphor- 
wolframséure gefallt wurden. Aus dem Niederschlage wurden die Diamino- 
siuren nach Plimmer') bestimmt. Zuerst wurde das Histidin und Arginin 
msammen gefillt, in diesem Gemisch, wie auch in der Lysinfraktion wurde 
die Stickstoffmenge bestimmt. Aus der Mischung von Histidin und 
Arginin wurde durch Quecksilbersulfat das Histidin gefallt und dessen 
Stickstoffgehalt festgestellt. 

Die Stickstoffuntersuchungen ergaben: 

bei der Lysinfraktion . . .. . 83,9mg oder 43,2 
29 >» Afrgininfraktion .... 654,lmg ,, 27,9% 
% js: Ssidiniraktion . ... .- 66,lmg ,, 28,9%; 


Das durch Lésen in 80 grid, Alkohol gereinigte peptonartige Priiparat 
hatte 8,64% Gesamtstickstoff, wie nach van Slyke festgestellt wurde. 
Selbst echte EiweiBkérper enthalten freie Aminogruppen, so z. B. bestehen 
im EiweiB 2,98°%, im Edestin 2,47°, des Gesamtstickstoffs aus Amin-N. 
Je mehr Aminostickstoff das Untersuchungsmaterial enthielt, um so 
weiter ging der Abbau des Eiweifmolekiils; bei der Heteroalbumose z. B. 
betrug er 6,3, bei Deiteroalbumose 10 bis 14°, usw.?). Mein Praparat 
enthielt keine freien Aminosiiuren, deshalb kann man aus der Zahl des 
freien Aminstickstoffs 8,64°, wohl auf dessen Peptoncharakter schlieBen. 
Bei teilweiser Hydrolyse des EiweiBstoffes hat Siegfried und seine Schule 
Stoffe mit peptidenartigem Charakter — Kyrine — nachgewiesen*). Kossel 
und Pringl*) haben aus einem Histon tierischer Herkunft nach Pepsin- 


1) R. Plimmer, The chemical constitution of the proteins 1912. 

*) D. van Slyke, Arbeitsmethoden 5 (2), 995. 

8) C. Buslik, Zur Kenntnis der Hydrolyse des Edestins 1908. Der 
Autor stellte im Laboratorium Siegfrieds aus Edestin das Sulfat des Kyrins 
mit 17,02% N dar. 

4) A. Kossel und H. Pringl, Zeitschr. f. physiol. Chem. 49, 301, 1906. 
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verdauung einige Histopeptone erhalten. Unter ihnen befindet sich 
dessen Eigenschaften in der Hauptsache mit dem von mir gewon 
Priparat tibereinstimmen. Diese Substanz ist in warmem Methyla| 
vollkommen léslich, wird mit Ather daraus gefallt und gibt die Millon 
Biuretreaktion. Nach der Hydrolyse wird iiber die Hialfte vom Ge 
stickstoff durch Phosphorwolframsiure gefallt (in meinem Prapar: 
58,1%) usw. 

Die Eigenschaften der von mir dargestellten peptonahnli 
Substanz stimmen also mit denen des Peptons, das von Kosse/ iy 
Pringl als Produkt der Pepsinverdauung des Peptons erhalten wird 
gut tiberein. Diese peptonahnliche Substanz liegt aber in den Pilz) 
nicht in freier Form vor — das Pilzmaterial zeigt keine farbigen Eiweis. 
reaktionen —, sondern sie ist an die zweite phosphorhaltige Substanz 
die nach der Hydrolyse Glucosamin liefert, fest gebunden. Diese Si! 
stanz wurde von mir in der vorigen Abhandlung beschrieben. sj 
kann, je nach der GréBe des Molekiils, als Viscosin oder als eines de 
Chitosane dargestellt werden. Uns ist noch unbekannt, wie dies 
beiden Komponenten des EiweiBmolekiils im Pilzorganismus gebunden 
sind; auBberdem kennen wir auch noch nicht genau den Aufbau (lex 
ungespaltenen Molekils. Nach Behandlung mit Saure oder Pepsi: 
erhilt man eine Substanz, in der bald die erste, bald die zweite Kon 
ponente vorherrscht. Nur in auBergewohnlichen Fallen wird bei de 
Saurehydrolyse eine Substanz erhalten, die man als ein primiires 
Spaltungsprodukt ansehen kann; in einem Falle erhielt ich 17 g Sub. 
stanz mit 12,22°%, N, im anderen 15 g mit 11,89°, N. Diese Priparat 
enthielten stets Phosphor; bei unvollstindiger Spaltung enthielt di 
erste Substanz 16,6 bis 16,7°% N, die zweite 6,4 bis 6,7°% N. 

Der Vergleich des Stickstoffgehaltes der Substanz I zur Substanz |! 
laBt darauf schlieBen, daB die erhaltene Substanz im Mittel etwa 12°, \ 
enthalt, und daB sie das Ausgangsmaterial bildet zur Darstellung cle: 
beiden Spaltungsprodukte. Meinen Versuchsergebnissen nach = halt: 
ich diese Eiweibkorper fiir ein typisches phosphorhaltiges Glucoprotei( 
Wie aus dem Vorstehenden zu ersehen ist, gelang es mir, dieses Gluco- 
proteid zu spalten: in die phosphorfreie Substanz I und in die phospho 
haltige Substanz II, die nach der Hydrolyse Glucosamin geben. 

Hammarsten') hat schon laingst auf das Glucoproteid aus Schnecke 
(Helix pomatia) hingewiesen, das bei der Hydrolyse Eiwei8 und Zucke: 
gibt. Diese Substanz enthielt 6,08°4 N und 0,47°% P und wurde voi 
Autor als ein chemisch einheitlicher K6érper angesehen. Von Interess: 


sind die Untersuchungen der Autoren tiber den EiweiBstoffgehalt in Bak 
terien. Galeotti*) stellte aus Bacillus ranicidus einen EiweiBstoff dar 


den er zu den Nucleoproteiden zihlte, der aber 12,00° N und 0,94, bis 


') O. Hammarsten, Pfliigers Arch. 86, 373, 1885. 
*) G. Galeotti, Zeitschr. f. physiol. Chem. 25, 48, 1898. 
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P enthalt. Wheeler!) erhielt aus Typhoidbakterien eine Sub- 
mit 10,92, N und 0,403°, P, und nahm an, da® sie der Gruppe 
der Glucoproteiden nahe steht (,,its composition more closely resembles, 
that of the group of glucoproteins); von den tibrigen Glucoproteiden 
unterschied sie sich jedoch durch den Phosphorgehalt. Zu denselben 
Verbindungen gehort meiner Meinung nach auch das Plastin, das Reinke 
wus Plasmodien erhalt, mit einer Zusammensetzung von 11,929 N und 
bis zu 2,15% P. Loew (1. ¢.) ist es gelungen, aus Plastin durch wieder- 
holtes Lésen in Lauge Eiwei®stoff und Kohlehydrat zu erhalten; mir aber 
erscheint es, als wenn das Plastin zu EiweiBstoff und einer phosphorhaltigen 
Verbindung, die beim Zerfall Glucosamin?) gibt, abgebaut werden kann. 
Reuter (1. c.), der aus den Pilzen ein Praparat mit 11,7, Stickstoffgehalt 
erhalten hat, vermutete einen EiweiSstoff in Mischung mit irgend einem 
ymorphen Kohlehydrat. Auf dieses amorphe Kohlehydrat, das nach Kochen 
mit Saure Fehling reduziert, weisen alle Autoren hin, die iiber den Chemismus 
des EiweiBstoffes der Pilze und Bakterien gearbeitet. Bisher hat aber 
keiner beobachtet, daB die ,,verunreinigten’’ EiweiBpraparate der ver- 
schiedenen Autoren den nahezu gleichen Stickstoffgehalt von etwa 12°, 
haben, z. B.: 

lL, Pisstin Reinke: 2. eee eee 
2. Nucleoproteid aus Bakterien Galeotti A tir 12,00% N 
3. Die den Glucoproteiden nahestehende Substanz 
Ger Dactarion Wheeler . 6... 6.6 en.» «ie 10,2 N 
4. Praparat aus weiBem Pilze Reuter. ..... I11,70%N 
5. Paranuclein Ulpiani und Telli?) . . . . 11,41°) N 
Es hat mir den Anschein, als wenn die Me bad dieser Pr riiparate 


Glucoproteide waren, viele sind an Phosphor gebunden. Die Be- 


1,30 "0 


schreibung ihrer Eigenschaften erinnert mich sehr an das phosphor- 
haltige Glucoproteid aus den Lycoperdonen. 

An und fiir sich ist die Gruppe der Glucoproteide in den Pflanzen 
weit verbreitet; es ist méglich, daB auch die EiweiBstoffe der Blatter 
zu dieser Gruppe gehéren. — Aus den Spinatblattern erhielt Winter- 
stein*) ein Priparat mit 11,2°, N, aus den Blattern der Luzerne (Medi- 
cago sativa) eines mit 12,29 N. Diese Ansicht teilt zurzeit auch 
Th. Osborn. Sie findet ihre Bestitigung, wenn es nachzuweisen gelingt, 


die Grundsubstanz des Protoplasmas, das Plastin, als ein phosphor- 


haltiges Glucoproteid darzustellen. Da’ der EiweiBstoff an Derivate des 
Glucosamins fest gebunden ist (Glucoproteide), geht daraus hervor, 
daB es bei einigen Zellen nicht gelingt, mit Hilfe von Farbreaktionen 
auch nur Spuren von EiweiBstoff nachzuweisen. Meine Untersuchungen 
an Pilzen und Reinkes Versuche an Vauscheria aus einem Bache hatten 
dasselbe Ergebnis. 

1) S. M. Wheeler, Journ. of Biol. Chem. 6, 509, 1909. 

*) Die chemische Zusammensetzung des Plastins ist von groBem 
Interesse. Im Besitz eines geniigenden Vorrates an Myxomyceton, beab- 
sichtige ich daher, mich in nachster Zeit mit dieser Frage zu beschiaftigen. 

3) Ulpiani e Lelli, Gaz. chim. ital. 32, 466, 1902. 

4) Winterstein, Ber. d. deutsch. Bot. Gesellsch. 19, 326, 1901. 


99 * 
oe 








340 N. N. Iwanoff: Eiwei®stoffe der Pilze. 


Die feste Bindung des EiweiBstoffs im Glucoproteidmoleki: js; 
dadurch zu erkliren, daB sich das Glucosamin beim Reifeprozel! de; 
Pilze (in meinen Versuchen wurden Lycoperdone verwandt) zu C \ijitiy 
oder einer dieser Verbindung nahestehenden Substanz umsetzt. Dj 
Méglichkeit der Bindung des Eiwei®stoffes mit Chitin hat schon .\. P 
Krawkoff') beim Tierorganismus lingst angenommen. Ross?) spract 
von der Méglichkeit der Glucosaminbildung aus Pilzeiweib. 

Die Spaltung des phosphorhaltigen Glucoproteids in die Eiweif. 
und Glucosaminkomponente erméglicht uns, diese Gruppe zu den 
Proteiden und nicht Proteinen zu zihlen. Diese Benennung ist be. 
rechtigt, weil sich der Ké6rper in EiweiB- und nicht eiweibartiy 
Komponenten?) zerlegen laBt. Es ist noch notwendig, die phosphor. 
haltigen Glucoproteide naher zu untersuchen. Ebenfalls wire es 
erforderlich, die Nomenklatur der phosphorhaltigen Paranukleo- \nd 
Pseudonukleoproteide festzustellen, die zum Unterschiede der Nukleo. 
proteide keine Purinbasen enthalten. Vielleicht waren dann viele 
unter dieser Benennung beschriebene Substanzen in die Gruppe der 
phosphorhaltigen Glucoproteide einzureihen. 


Zusammenfassung. 

Aus dem Pulver reifender Fruchtkérper von Lycoperdon piriforme 
werden sowohl durch Hydrolyse mit 2proz. Schwefelsiure, als durch 
Pepsinverdauung oder kurzes Erwairmen mit starker Salzsiure nach 
Winterstein zwei Komponente ausgeschieden : 

1. Eine peptonartige Substanz mit 16,62 bis 16,75°% Stickstoff- 
gehalt, die EiweiBreaktionen zeigt. Sie ist in 80griid. Alkohol léslich 
Nach vollstaindiger Saiurehydrolyse enthielt sie bis zu 58,1% N, der 
durch Phosphorwolframsaure gefallt wird. 

2. Eine in Alkohol unlésliche Substanz. Sie enthalt 6,4 bis 6,7°,, N 
und variable Mengen Phosphor. Dieser Kérper, der nach der Hydrolyse 
Glucosamin liefert, wird von mir zu den Chitosanen gezahlt. 

Einigemal gelang es, die Grundsubstanz des PilzeiweiBstoffes, cic 
11,89 bis 12,22°% N und Phosphor enthalt, zu isolieren. Sie wird bei 
teilweiser Hydrolyse in die beiden oben beschriebenen Komponenten 
gespalten. 

Das PilzeiweiB mup also zur Gruppe phosphorhaltiger Glucoproteid: 
gezahlt werden. 


1) N. Krawkoff, Zeitschr. f. Biol. 29, 177, 1892. 

2) Ross, Biochem. Journ, 9, 313, 1916. Zit. nach Czapeks Biochemie 
der Pflanzen. 8. auch C. Newberg, Ber. d. chem. Gesellsch. 34, 3963, 1901 

8) Vgl. BE. Abderhalden, Lehrb. I, 1920, 8. 425. 
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Beitrige zur Kenntnis der negativen Adsorption. 


Ill. Mitteilung. 


Kinwirkung von Gelatine auf wisserige Lisungen von Chlornatrium 
und einigen anderen Substanzen. 


Von 
M. A. Rakusin und Tatjana Génke. 


Aus dem physiologisch-chemischen Laboratorium des Zentralstaatlichen 
wissenschaftlich-technischen Instituts zu St. Petersburg.) 


(Eingegangen am 8. Februar 1923.) 


1. Einleitung. 

In den friiheren beiden Mitteilungen haben wir die negative Ad- 
sorption poréser Substanzen in ihrem Zusammenhang mit der hierbei 
stattfindenden Einsaugung besprochen, die bereits Hoppe-Seyler der 
Quellung der Gelatine und der Schweinsblase mit vollem Recht ent- 
gegenstellte. 

Es war Karl Ludwig (1), der zuerst beobachtete, daB man durch 
Hineinbringen von Stiicken getrockneter Schweinsblase usw. in eine 
Lésung von Kochsalz eine Erhéhung der Konzentration —hervor- 
rufen kann, und daB man auf diese Weise aus einer gesittigten Lésung 
einen Teil des NaCl zum Auskristallisieren bringen kann. Diese inter- 
essante Beobachtung scheint bis 1908 vergessen gewesen zu sein, denn 
in diesem Jahre berichten Herzog und Adler (2) iiber ahnliche Ver- 
suche und teilen mit, daB sie nur in zwei Fallen negative Adsorption 
beobachten konnten, nimlich bei Lésungen von Eiweif und Zucker. 
Dessenungeachtet sind die meisten Forscher der Ansicht, dafs sowohl 
die Erscheinung der Einsaugung als die der Quellung negative Ad- 
sorption zur Folge hat. 

Die hohe biochemische Bedeutung dieser Versuche und ganz be- 
sonders die verlockende Aussicht, Lésungen von Kristalloiden zum 


partiellen Auskristallisieren zu bringen, gaben uns Veranlassung, <ie 
Arbeiten der genannten Forscher fortzusetzen, und zwar nach zwei 
Richtungen hin: 1. um zu sehen, ob Gelatine tatsichlich nur in ver- 
einzelten Fallen Konzentrationserhéhungen hervorruft, und 2. um die 
Wirkung der Gelatine auf eine Salzlésung bei allen Konzentrationen 
bis zur Sdttigung (s. oben) zu studieren. 





M. A. Rakusin u. T. Génke: 


Einwirkung der Gelatine 


auf wisserige 
Substanzen. 


Lésungen 


verschieden: 


Wir bedienten uns bei diesen Versuchen lufttrockener Gela i 


Die 


Versuchszahlen waren folgende: 





Versuchs: 


nummer 


SAO F WON 


- 
a) 


10 
ll 


12 
13 
14 


15 


16 
17 
18 
19 
20 
21 


22 


Losungen von 


Weinsaure . 
Brechweinstein . 


‘ 
vor Ads. 


10 
5 


Citronensiure 
Liaivulose , 


Traubenzucker . 


Rohrzucker 


Kilkar + 50% H,O. 
Leim (nach Framm) 
Chondrin (24 Stunden) 


o° 


(48 Stunden) 


Pepsin-F ibrinpepton 
Pepsin (gew. Temp.) 
(einst. Kochen) 


Trypsin 


eee 
NH,Cl (gew. Temp.) . 
»  (einst. Kochen. ) 
NaCl (gewohnl.Temp.) 
(einst. Kochen.) . 


KCl . 


Salzs. Hydroxylamin . 


(N H,)3P0,. 


CaCl, 
ZnCl, 
AICI, 
Wasser 


5,0148 

5.3684 
10, 1016 
10,2340 
ca, 7% 


5,0576 


5,2480 
3,9 
3,4332 

10 

10 

10 
9.1458 

10 

10 

10 

10 


0 


D 15°C 


vor Ads. 


1,0424 
1,0288 
1,0112 
1,0171 
1,0376 
1,0378 
1,0169 
1,0086 
1,0084 
1,0084 
1,0098 
1,0198 
1,0198 
1,0152 
1,0163 
1,0268 
1,0268 
1,0722 
1,0660 
1,0573 
1,0385 
1,0482 
1,0407 
1,08 

1,0471 
c-0,14 


nach Ads. vor Ads. nac 


1,0528 
1,0405 
1,0232 
1,0240 
1,0467 
1,0490 
1,0193 
1,0152 
1,0180 
1,0241 
1,0292 
1,0292 
1,0292 
1,0217 
1,0221 
1,0285 
1,030] 
1,0738 
1,0716 
1,06 
1,0526 
1,0535 
1,0504 
1,0936 
1,0502 
1,00090 


Drehun 


4° 
9 
— 


1 

7 
— 4,6 
+ 5,3 
+ 6,6 
— 2,6 


— 5,0 


Starke Opales/enz 


— 3,6° 

+ 3,2 

+- 3,2 
0 
0 


Anmerkung: Simtliche Versuche wurden nach der AufguBmethod 
(24 Stunden) mit 3% Gelatine bei gewéhnlicher Temperatur ausgefiilirt 


Wir haben somit an einer ganzen Reihe von Stoffen des Tier- 


und Pflanzenreichs, 


sowie 


an Mineralsalzen ausnahmslos 


Erhoéhung 


der Konzentration ihrer wiisserigen Lésungen durch den EinfluB de 
Gelatine erzielt. 


Zwar haben uns die polarimetrischen Daten gelehrt 





da eine partielle Auflésung der Gelatine eine der Ursachen der nega- 
tiven Adsorption ist, doch glaubten wir, im Einklang mit den fritheren 
Forschern auf diesem Gebiete, daB der Wasseraufnahme die domi- 
nierende Rolle bei der Quellung der Gelatine zukommt. Kurz, wir 
hielten uns fiir berechtigt, manche wichtige physiologische Eigenschatt 
der Gelatine auf die negative Adsorption zuriickzufiihren. So suchten 
wir z. B. auf diese Weise die von Dastre und Floresco (3) festgestel|t: 
Tatsache zu erkliren, daB Gelatine die Gerinnung des Blutes |v- 
schleunigt, waihrend Peptone, in den Blutlauf eingefiihrt, nach den 
Beobachtungen von Fano (4) entgegengesetzt witken, so daB Dasir 
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und Floresco von einem ,,Antagonismus zwischen Gelatine und Pro- 
pepton™ sprechen. 

Mit der festen Uberzeugung der wasserentziehenden Wirkung der 
Gelatine, wie wir sie bei Kaolin usw. feststellen konnten, gingen wir 
zur Untersuchung konkreter Beispiele iiber, um die Abhangigkeit 
des Phinomens von der Konzentration festzustellen und auf diese 
Weise eine Kurve auch fiir die negative Adsorption zu erhalten. 


3. Einwirkung von Gelatine auf wisserige Lisungen von NaCl. 

Fir die Ausfiihrung dieser Versuche entschlossen wir uns, die 
Konzentrationen vor und nach der Adsorption (¢ und c’) nicht pykno- 
metrisch (s. oben), sondern durch vorsichtiges Verdampfen auf einem 
Uhrglase bis zum konstanten Gewicht (im Wasserschranke) zu_be- 
stimmen. Bei der Berechnung von c und ¢’ aus den entsprechenden 
Werten fiir D und D’ nach den existierenden Tabellen kamen wir 
nimlich nicht immer auf iibereinstimmende Resultate. Die gewonnenen 
Versuchsdaten sind in folgender Tabelle zusammengestellt : 





Nummer ; Nummer j Nummer 


32,44 32,49 22,72 23,12 11,01 11,81 
31,34 31,87 20,38 20,95 9,37 9,66 
27,625 28,09 17,25 17,64 6,49 6,78 
24,50 25,03 15,63 15,94 y 3,77 4,12 

Anmerkung: Die in Versuch 1 angewandte Loésung ist eine bei 
16°C gesdttigte. 

Wider jede Erwartung sehen wir vor allem, daB die Erscheinung 
der Wasserentziehung so gut wie unabhangig von der Konzentration 
ist. Ferner gliickte es uns nicht, wie es Karl Ludwig gelang, die ge- 
sittigte NaCl-Lésung zum Auskristallisieren zu bringen. Ein Kontroll- 
versuch mit Agar-Agar brachte uns dasselbe Resultat (AufguBmethode 
48 Stunden, 3% Agar, 20 bis 17°C). 

AuBer den geringen Schwankungen der Konzentrationszunahme 
ist noch der Umstand auffallend, daf die Verdampfungsriickstande 
auf dem Uhrglase (s. oben) einen deutlichen Stich ins Gelbe aufwiesen, 
was auf eine ganz geringe Zersetzung der partiell gelésten Gelatine 
hinweist. Auch aus diesem Grunde sahen wir uns veranlaBt, den Cl- 
Gehalt der Lésung vor und nach der ,,Adsorption’ zu ermitteln. Dies 
geschah nach der Methode von Volhard und fiihrte zu folgenden Re- 
sultaten : 





Nummer ) ¢ | Nummer 


26,39 | 4 
2155 | 5 
10.72 | 
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Da bei der Titration nach Volhard (in Gegenwart von fs; 
alaun als Indikator) eine Einwirkung der Gelatine auf die hy {ro 
lytischen Produkte des Eisenalauns méglich ware, so wurden folc nd 
gewichtsanalytische Versuche (in Form von AgCl) zur Kontrolle ay, 
gefiihrt: 





] 15,27 14,98 
2 11,49 11,47 
Anmerkung: Die Bestimmung von AgCl geschah natiirlich nu 
den Adsorptionsfiltraten. 


. 


Es ist demnach sowohl titrimetrisch als gravimetrisch bewiese 
daB Gelatine in NaCl-Lésungen eine Verringerung des Cl-Gehaltes 
hervorruft, und daB die in der Tabelle auf S. 342 angefiihrten Kon. 
zentrationserhéhungen lediglich auf die in Lésung gegangene Gelatine 
zuriickzufiihren sind. Folgende parallele gravi- und _ polarimetrische 
Kontrollversuche beweisen die Richtigkeit dieser SchluBfolgerung : 





Drehung 
nach Abs. 
31,13 oa — 3,57° 
28,41 28,02 — 4,05 
24,80 2445 — 4,10 
19,90 — ~ 4,55 
14,28 13,97 4.56 
5,04 — — 2,90 


Nummer : e (Ag Cl 


Anmerkung: Die bei 20° gesdttigte Lésung im Versuch 1 ergab kei! 
Kristallisation. 

Das Sinken des Cl-Gehaltes der Lésung ist somit nochmals be. 
wiesen, aber nicht als Folge der Wasseraufnahme der Gelatine, sondern 
als Folge ihres partiellen Lésungsvermégens. Es ist also klar, dal! 
bei der Quellung der Gelatine in wisserigen Lésungen keine negativ 
Adsorption stattfindet, wie wir das, im Einklang mit den Ansichten 
friiherer Forscher, erwarteten. Negative Adsorption findet nur als 
Folge der Einsaugung durch porése Substanzen statt, woriiber wir 
in den ersten zwei Mitteilungen berichteten. 


Die Erscheinungen der Quellung stehen somit in neuem Lichte 
Weitere Untersuchungen sollen nun das chemische und dynamiscli 
Wesen dieser Erscheinungen klarlegen, was gewiB von hoher theoretische 


und praktischer Bedeutung sein wird. 

Zuletzt sei auf ein beachtenswertes Arbeitsdetail hingewiese) 
wisserige Gelatineausziige (24 Stunden) geben mit Ag N O, eine Tritbuny 
die selbst nach 24 Stunden nicht verschwindet. Die Filtration im 
Goochschen Tiegel ergab keine Gewichtszunahme. Deshalb wurden 
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obigen NaCl-Lésungen nach der Fallung mit AgNO, 24 Stunden 

ien gelassen. 

Was nun die Menge der in Lésung gegangenen Gelatine anbetrifft, 
so kann dieselbe polarimetrisch nur annaihernd ermittelt werden, und 
zwar weil das Drehungsvermégen der Gelatine durch das aufgeléste 
Salz beeinfluBt wird, wie aus den Beispielen folgender Daten hervorgeht : 

3 proz. Losung von Gelatine bei 15°C . . . . . 2,92 Drehung 

Dasselbe in Gegenwart 8 proz. NaCl-Losung . . 2,67° - 

Wie bereits erwaihnt, wurden obige Versuche mit lufttrockener 
Gelatine ausgefiihrt und brachten uns zu dem sicheren Ergebnis, dab 
die Quellung nicht auf Kosten des Wassers, sondern auf Kosten der 
ganzen Lésung geschieht, wihrend wir sowie auch die friiheren Forscher 
bisher entgegengesetzter Meinung waren. So ist es auch zu erklaren, 
daB Karl Ludwig, der bei seinen Versuchen getrocknete Schweinsblasen- 
stiicke benutzte, die nahezu gesittigte NaCl-Lésung zum teilweisen 
Auskristallisieren brachte. Wir wiederholten deshalb unsere Versuche 
auch mit getrockneter Gelatine sowie mit Fischleim. Das Trocknen 
geschah im Wasserschranke bis zum konstanten Gewicht. Der Wasser- 
gehalt der genannten Stoffe war folgender: 

1. Lufttrockene Gelatine . . . 16,66°, H,O 
2. Lufttrockener Fischleim . . 25,30°, H,O 


Aber auch auf diese Weise gliickte es uns nicht, eine Kristallisation 
der gesaittigten NaCl-Lésung hervorzurufen. 


4. Einwirkung lufttrockener Gelatine auf Lésungen von NH, Cl. 

Als uns noch das Wesen der Einwirkung von Gelatine auf wiisserige 
Lésungen unbekannt war, hatten wir die Absicht, das erwihnte Phi- 
nomen der Kristallbildung an verschiedenen Stoffen zu untersuchen. 

Die Versuche an einer gesittigten NH,Cl-Lésung (3°, Gelatine 
vom Gewicht der Lésung) ergaben auch keine Kristallbildung; es 
stellte sich aber hierbei, zum Unterschied von der NaCl-Lésung, die 
merkwiirdige Tatsache heraus, dal} siimtliche zugesetzte Gelatine 
sofort in Lésung ging. Auch weiterhin zugesetzte 3°, Gelatine gingen 
in Lésung, ohne Kristallbildung hervorzurufen. Auf Zusatz einer 


dritten Gelatineportion erhailt man eine hoch viskose Fliissigkeit, die 
sich in das Ostwaldsche Pyknometer nicht hineinbringen laBt. Die 


diesbeziiglichen Zahlendaten waren: 
D 159C 
Gesittigte NH,Cl-Lésung. . . . 1,0769 26,29 
Desgleichen + 3°, Gelatine. . . 1,0828 
1,0875 
Hoch viskos 


%° 
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DaB die eben beschriebenen Beobachtungen einen iiberaus j) «+. 
essanten Beitrag zur Theorie des Aussalzens der Proteine geben, vers 
sich von selbst. 


5. Einwirkung lufttrockener Gelatine auf eine gesittigte 
Lésung von BaCl,.2 HO. 


Merkwiirdigerweise verhalt sich die Lésung von BaCl, . 2 Hi,() 


ganz wie die des Chlorammoniums: auch hier tritt auf Zusatz \ oy 
3°, Gelatine keine Kristallbildung ein, wihrend die zugesetzte Gelatiie- 
menge sofort in Lésung geht, wobei eine opaleszierende Lésung entst«|it 
Die Konzentrationsveriinderung ist aus folgenden Daten ersichtlic |) 
D 15°C c 
1. Gesattigte Losung von BaCl,.2H,O 1,2800 30,40 
2. Dasselbe + 3% Gelatine. . .. . . 1,2807 
Auch diese rein zufillig gewonnenen Daten liefern einen Beitrag 

zur Theorie des Aussalzens. Es kann keinem Zweifel unterliegen 
daB die bekannte Methode von Siegfried zur Fraktionierung der Trypsin- 
Peptone (Eisenammoniumalaun usw.) namentlich bei der Ausdehnung 
unserer Arbeit auf die Salze der Schwermetalle im Verhalten ihre 
Lésungen zu Gelatine und andere Proteinstoffe, in neuem Lichte er- 
scheinen wird. 


Literatur. 
1) Zeitschr. f. ration. Med. 6, 1, 1849; zit. nach Art. Miiller, Theori: 
d. Koll. 1903, S. 46. 2) Koll.-Zeitschr. 2, Suppl. IT, 8. 3, 1908. — 3) Zit 
nach Abderhalden, Lehrb. d. physiol. Chem. (russ. Aufl.) 2, 665, 1914. 
4) Ebenda, 8. 664. 
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IV. Mitteilung. 


Einwirkung von Gelatine auf einige Siuren. 


Von 
M. A. Rakusin und Tatjana Génke. 


Aus dem physiologisch-chemischen Laboratorium des Zentralstaatlichen 
wissenschaftlich-technischen Instituts zu St. Petersburg.) 


(Eingegangen am 8. Februar 1923.) 


In der dritten Mitteilung wurde der Beweis erbracht, daB Gelatine 
in Lésungen von neutralen Salzen keine negative Adsorption hervor- 
ruft. Indessen sahen wir, daB die Gesamtkonzentration bei der Ein- 
wirkung von Gelatine auf Wein- bzw. Citronensiiure erhéht wird. 
Es lag also der Gedanke nahe, auch hier den Anteil der Gelatine bzw. 
der Siuren an dem genannten Vorgange festzustellen. 

Die erwihnte Frage ist aber auch vom allgemein chemischen 
Standpunkte aus interessant, denn die Gelatine (auch Hautpulver), 
als amphoterer Proteinstoff, muB a priori eine bedeutende Reaktions- 
fihigkeit aufweisen, und zwar sowohl gegen Siuren, als auch gegen 
Aldehyde und Aldosen, die die N H,-Gruppen in bekannter Weise binden, 
und gegen Ammoniak und Alkalien, mit denen Glutinate entstehen 
miissen. Alle eben besprochenen Annahmen finden ihre volle Bestatigung : 
von den Sauren verbindet sich Gelatine chemisch selbst mit solch 
einer schwachen Saure, wie Tannin (Gerbung, quantitative Tannin- 
bestimmung). Die Einwirkung der Alkalien auf Gelatine untersuchte 
seinerzeit de Bary (1) und neuerdings Rakusin und Braudo (2). Sie 
stellten als erste die Li- und NH,-Glutinate dar und beobachteten 
die merkwiirdige, vorlaufig unerklirt gebliebene Tatsache, da das 
Drehungsvermégen der Glutinate mit dem Atomgewicht des Metalls 
zunimmt. — Auf ahnliche Weise sind die von Herzog und Adler (3) 
beobachteten ,,positiven Adsorptionen® zuriickzufiihren, die bei der 
Bildung chemischer Verbindungen in allen Fallen, mit Ausnahme der 
des Albumins und der Zuckerarten, entstehen. Die letztgenannten 
Forscher arbeiteten nimlich mit einer Reihe von Siéuren, ferner mit 
Phenolen und Schwermetallsalzen, die ja alle gerbend wirken, d. h. 
mit der Hautsubstanz bzw. Gelatine chemische Verbindungen ein- 
gehen, wie das vor kurzem Rakusin (4) an reichhaltigem Versuchs- 
material bewiesen hat. 
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Im AnschluB an die Beobachtungen von Herzog und Adler . 
nun folgende, an einigen Sauren (vor allem durch Titration) gewon) 
zahlenmaiBige Daten angefiihrt werden; es sei hierbei bemerkt, \a\ 
simtliche ,,Adsorptionen’’ nach der AufguBmethode (24 Stunde 
3°, Gelatine, gewohnliche Temperatur) ausgefiihrt wurden. 
Untersuchungen hatten folgende Ergebnisse : 





Nummer Sauren c e Anmerkungen 


Anorganische Sauren, 
Salzsiure ... 1,386 1,341 
Salpetersaiure 3,806 3,728 Die Gelatine ging ganz in Lis 
Schwefelsiure . 7,737 7,630 Ebenfalls. 
Borsiure. . . . || 3,25: 3,176 
B. Organische Sauren. 
Ameisensiure . 4,298 4,040 
# ‘ 7,774  Gallerte 
Essigsture . . . | 3,120 3,026 
” oe so eee 8,123 
Oxalsiure .. .. 4,532 4,395 
9 ica 8,849 
Weinsaure . . . 4,088 3,850 
* ws, 8,764 8,521 
Citronensiure . 4,860 4,055 
” . || 2,378 2,321 
Bei den letzten beiden Sauren wurde der ,,Adsorptionsproze|3" 
auch pykno- und polarimetrisch verfolgt (s. dritte Mitteilung). Wii 
haben uns tiberzeugen kénnen, daB die Konzentrationserhéhung lediglich 
durch die in Lésung gegangene Gelatine bedingt wird; in Wirklichkeit 
findet, wie man aus beiden obigen Versuchsreihen ersieht, eine Bindung 
der Sauren statt, offenbar unter Bildung salzartiger Produkte. Man 
erinnere sich nur an das Tannokoll und das Tannat des Leims; letz- 
teres stellte sich bereits Moritz Traube als Niederschlagsmembran dar. 
Mit Alkalien (s. oben) laBt sich Gelatine leicht titrieren; weitere Ver- 
suche sollen nun zeigen, ob das auch bei Saéuren der Fall ist. Die Arbeiten 
des Kasaner Biochemikers Panormow (5), der seinerzeit eine ganze 
Reihe von Verbindungen verschiedener Vogelalbumine mit organischen 


und anorganischen Siiuren darstellte, sprechen fiir die Méglichkeit 


einer solchen Titration. 


Literatur. 
1) Landolt, Das optische Drehungsvermégen organischer Verbindungen 
1897. — 2) Journ. d. russ. physiko-chem. Gesellsch. 1916, S. 269— 272. 
3) Koll.-Zeitschr. 2, Suppl. IT, 8. 3, 1908. — 4) Koll.-chem. Beih. 15, 103 
bis 184, H. 6/7, 1922. 5) Journ. d. russ. physiko-chem. Gesellsch. 1895, 
S. 158; 1896, S. 614; 1897, S. 398. 
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V. Mitteilung. 
Einwirkung von Agar-Agar auf Liésungen von Chlorammonium.,. 


Von 


M. A. Rakusin, Moskau. 


Aus dem physiologisch-chemischen Laboratorium des Zentralstaatlichen 
wissenschaftlich-technischen Instituts zu St. Petersburg.) 


(Eingegangen am 8. Februar 1923.) 


Beim Studium der Quellungserscheinungen in Lésungen von 
Salzen und anderen neutralen Substanzen stellte sich bereits der un- 
sterbliche Hoppe-Seyler!) die Frage, was die quellbare Substanz aus 
der Lésung aufzunehmen vermag: Wasser, das aufgeléste Salz, oder 
die Lésung als solche. Nun iiberzeugten wir uns aber, da die ersten 
beiden Annahmen nicht zutreffend sind; die erste, weil bei der Quellung 
keine negative Adsorption stattfindet, und die zweite, weil Elek- 
trolyte nicht adsorbiert werden kénnen (vgl. erste Mitteilung). Wir 
fanden jedoch bei allen beschriebenen Versuchen ein nahezu konstantes 
Sinken der Konzentration, dessen Ursache uns unbekannt blieb. Die 
Feststellung dieser Ursache ist der Hauptzweck der vorliegenden Mit- 
teilung. 

Nach van Bemmelen kann man sich den QuellungsprozeB des 
Agars als eine Wasseraufnahme einerseits und eine Diffusion der Lésung 
andererseits vorstellen, wobei beide Prozesse anfangs mit verschie- 
dener Geschwindigkeit vor sich gehen kénnen. Ist nun A der Wasser- 
gehalt des Agars und wurden wahrend der Zeit T noch Bg H,O auf- 
genommen (was streng genommen nicht der Fall ist), so ist der gesamte 
Wassergehalt des Agars nach 7'stiindiger Wirkung A+ Bg. Bei 
einem ahnlichen System mu im Moment des Gleichgewichts ein 
Konzentrationsausgleich stattfinden, d. h. die im Agar enthaltene 
Wassermenge muf} dann in die Lésung der vorherrschenden Kon- 


zentration, die sie umgibt, iibergehen. Da aber Agar iiberschiissiges 


1) Physiol. Chem. 1, 171, 1878 (russ. Aufl.). 
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(A g) Wasser enthalt, so muB die Endkonzentration der Lésung 
geringer als die Anfangskonzentration werden. Die Versuchserg: 
(s. unten) beweisen nicht nur das Zutreffen obiger Annahmen, »: 
sie ergeben sogar, da die nahezu konstante Konzentrationsvermin| )\\; 
der theoretisch berechneten entspricht. 

Die Versuche wurden, wie iiblich, nach der Aufguiim« 
(24 Stunden, 3% Agar, gewodhnliche Temperatur) ausgefiihrt. ind 
zwar bediente ich mich lufttrockenen Agars, der durch 24stiu 
Stehen unter Wasser von Chloriden befreit wurde (Probe mit Ag \ () 


Zur Herstellung der NH,Cl-Lésungen wurden annahernde Menger «: 
umkristallisierten Salzes auf einer Tarierwage abgewogen, wiihren 


die genaue Konzentration durch Titration nach Volhard bestimmt 
wurde. In analoger Weise wurde auch die Endkonzentration im | (|. 
sorptionsfiltrat’* ermittelt. Die Probeentnahme vor und nach der 


,,Adsorption** geschah mit ein und derselben, wohl kalibrierten Pipett: 
es wurden zur Titration gleiche Volumina jeder Konzentration 
stimmt. Die Bruchzahlen der Untersuchung (s. unten) sind auf 
Korrektur der Pipetten zuriickzufiihren. 


Es ist bemerkenswert, daB die Cl-Bestimmung nach Volhard sic} 
in den Filtraten der ,,Agaradsorption® nicht in iiblicher Weise, avch 
nicht nach Zusatz bedeutender Athermengen und andauerndem 
Schiitteln durchfiihren laBt. Das in der Regel leicht und besonders 
auf Zusatz von Ather koagulierende AgCl koaguliert im gegebenen 
Falle nicht; offenbar macht sich hier eine Schutzwirkung der Kolloic 
geltend. Die bei einzelnen Titrationen gewonnenen Resultate schwanken 
um 15 bis 20%. Der Endpunkt der Titration liBt sich nur auf di: 
Weise feststellen, daB man die Lésung mit HNO, ansiiuert, die cr- 
forderliche AgNO,-Menge zugibt und die Lésung bis zum _ Sieden 
erwirmt. Nur unter diesen Bedingungen koaguliert das AgCl, so dais 
die Lésung ganz klar erscheint und die durch einen Tropfen iiber- 
schiissigen Rhodanids hervorgerufene Firbung deutlich sichtbar wird 
Zum Schaffen gleicher Bedingungen wurden die urspriinglichen Lésungen 
in der eben beschriebenen Art titriert. Ferner wurde durch Kontroll- 
versuche festgestellt (bei c = 1 und 3%), daB man bei der Titration 
des NH,Cl in tiblicher und eben beschriebener Weise gleiche Resultat: 
erzielt. 


In beistehender Tabelle sind die Versuchsdaten zusammengefalst 





Nr. || ¢ V Ag rg kAg dg a'g cl cv’ 
1 1, 9,91 0,066 25 0,065 96 0,065 88 0,000 032 0,000 041) 0,449,  0,55°, 
2 3 496 0,10066 0,10000 0,100 10 0,000 130 0,000 110) 0,66 0,55 
3. 5 4,96  0,16035 0,159 30 0,15990 0,000 210 0,000 170 0,65 0,55 
4 10 1,98 0,13270 0.13210 0,132 00 0,000 300 0,000 350 0.45 0.55 
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der Tabelle bedeuten die Bezeichnungen: ¢ die Anfangskonzen- 


l 
n, V das Volumen der Lésung, in dem die Bestimmung erfolgte!) (cem), 


4 den urspriinglichen, w den gefundenen, kA den berechneten Cl-Gehalt 
der Lésung, k den Uberfiihrungskoeffizienten, d die berechnete, d’ die 
idene Chlorgehaltsdifferenz, Cl den gefundenen, Cl’ den berechneten 
(]-Verlust in Prozenten. 


i 


trat 


gefi 


Wie aus der Tabelle ersichtlich ist, haben wir es auch im gegebenen 
Falle mit einer nur in geringen Grenzen schwankenden Konzentrations- 
verminderung zu tun. Um nun die Ursache dieser merkwiirdigen 
Erscheinung zu ergriinden, wurde die theoretisch mégliche Konzen- 
trationsverminderung berechnet, die lediglich durch das Eindringen des 
im Agar enthaltenden Wassers in die Lésung hervorgerufen werden 
kann. Die Berechnung geschah folgendermaben: der Wassergehalt 
des Agars wurde mit 18,96°, festgestellt. Mithin kommen auf die 
in Arbeit genommenen 0,6 g Agar (s. oben) 0,1138 g H,O oder, bei 
der Versuchstemperatur 13° C, 0,11 cem (v). Das urspriingliche Volumen 
der Lésung (20 cem) ist nach Korrektur der Pipette 19,82 ecm (V). 

Nehmen wir nun an, daB der Agar auBer der erwihnten Ver- 
diinnung keine anderen Volumverinderungen hervorgerufen hat, so 
bleibt die relative Konzentrationsinderung in allen Fiillen dieselbe. 
3ezeichnen wir somit die Anfangskonzentration mit A, so haben wir 


fiir die Endkonzentration: 


wonach 


ist. In den Versuchsbedingungen ist: 


19,82 
0,9945. 
19,82 + 0,11 
Die Abnahme der Chlorkonzentration ist: 
A, — kAg = Ay (1 — &). 
Der -Chlorgewichtsverlust in Prozenten wird berechnet nach der 


Formel: 
x 100 (1 — k) in %, 


woraus wir nach Substitution des Wertes fiir k erhalten: 
x 0,55 %. 
Wir sehen, wie der theoretisch berechnete Wert allen von uns 


gefundenen Zahlen nahe kommt. Es ist also klar, daB die bei der Ein- 


1) Wegen Mangels an AgNO, konnten nicht immer die gleichen 
Fliissigkeitsvolumina in Arbeit genommen werden. 
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wirkung von Agar (Gelatine usw.) auf Lésungen von neutralen 
stanzen hervorgerufene Konzentrationsverminderung lediglich av 
Wassergehalt des Agars zuriickzufiihren ist. 

Zuletzt sei bemerkt, daB hier auch, wie bei der Gelatine, ein 
des Agars in Lésung geht, aber die betreffende Agarmenge ko 
hier nicht in Betracht, da wir in dieser Arbeit nicht die Ges» 


konzentration vor und nach der ,,Adsorption‘‘ bestimmten, soni 


nur den Chlorgehalt. 
Herrn Alexander Griinberg, Assistent an unserem Institut, s: 


an der Universitit St. Petersburg, sei auch an dieser Stelle mein he: 


lichster Dank fiir seine wertvolle Mitarbeit ausgesprochen. 


ib. 
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Beitrige zur Kenntnis der negativen Adsorption. 


VI. Mitteilung. 


Einwirkung yon Gelatine auf wiisserige Lisungen von Athylalkohol. 


Von 
M. A. Rakusin und Tatjana Génke. 


(Aus dem physiologisch -chemischen Laboratorium des Zentralstaatlichen 
wissenschaftlich-technischen Instituts zu St. Petersburg.) 


(Eingegangen am 8. Februar 1923.) 


In wesentlichsten Ziigen glauben wir das Problem der negativen 
Adsorption erschépft zu haben. Wir kénnen nun die hierzu gehérenden 
Erscheinungen einteilen: in wahre negative Adsorptionen, wie sie in 
wisserigen Lésungen durch porése Substanzen hervorgerufen werden 
(Einsaugung), und vermeintliche, die durch Gelatine, Agar-Agar usw. 
(Quellung) entstehen. 

Wenn wir nun die Frage hier noch einmal beriihren, so geschieht 
das nur in der Absicht, eine einer interessanten Beobachtung von 
Karl Ludwig) zugrunde liegende Idee zu entwickeln. Dieser hoch- 
verdiente Forscher hat nimlich bemerkt, da trockene Stiickchen 
Schweinsblase usw. in verdiinnten Alkohollésungen Konzentrations- 
erhdhungen hervorrufen, wie das von ihm auch an Kochsalzlésungen 
beobachtet wurde; letztere kann man an der Nahe der Siattigungs- 
grenze sogar zum partiellen Auskristallisieren bringen. Man sieht, 
welch interessante Perspektiven die Arbeit mit Alkohollésungen ver- 
spricht, besonders, wenn man an hochkonzentrierte Lésungen denkt ; 
man kommt zur paradoxen Idee der Darstellung absoluten Alkohols 
durch bloBe Einwirkung von trockener Gelatine auf hochgradigen 
Alkohol. 

Nicht minder interessant erscheint aber diese Frage auch von 
einem anderen Standpunkte aus: Friedrich Knapp?) hat seinerzeit 


1) Zeitschr. f. ration. Med. 6, 1, 1849; zit. nach Arthur Miiller, Theorie 
der Kolloide 8. 46. Wien 1903. 

*) Dingl. pol. Journ. 149, 305, 1858. 
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bemerkt, daf man der wasserhaltigen Bl6%e durch Behandlun» , 
Alkohol steigender Konzentration das Quellungswasser entziehen ay) 
um so die BléBe scheinbar in Leder zu verwandeln. 

Zur Fortsetzung der Arbeiten der genannten Forscher fi 
wir nach iiblichem Schema (AufguBmethode 24 Stunden, 3% Ge! 
15°C) folgende Versuche aus: 





250 250 250 25 
Versuche. || P20 Dy | Das Diy ret 
nummer | ~ e! 
vor Adsorption nach Adsorption 
A. Getrocknete Gelatine. 
1 0,806 94 0,804 6 0.806 94 0,804 6 0° 
2 0,816 84 0,814 46 0.816 84 0.814 46 0 
3 0,821 45 0,819 05 0,821 45 0,819 05 0 
4 0,844 87 0,842 46 0.844 87 0,842 46 0 
5 0,860 4 0,857 88 0.860 4 0,857 88 0 
6 0,874 8 0,872 24 0,874 8 0,872 24 0 
7 0,881 8 0,879 2 0.8818 0,879 2 0.0 
8 0,915 6 0,912 96 0.915 6 0,912 96 - 0.0 
9 .0,930 95 0,928 22 0,931 54 0,928 8 — 0,13 
10 0,955 3 0,952 5 0,95 6 05 0,953 26 0.15 
ll 0,970 2 0,967 36 0.9715 0,968 84 0,22 
B. Lufttrockene Gelatine (18,19°% H,Q). 
12 0,807 1 0,805 3 0,808 22 0,806 44 0° 


Bei den obigen Versuchen wurde D mit dem Pyknometer von Regnav 
und die Drehung mit dem Landolischen Polarisationsapparat ermittclt 

Aus den vorliegenden Daten ersieht man vor allem, daB getrocknet: 
Gelatine auf Alkohollésungen, die stiarker als etwa 40° sind, tiberhau)! 
nicht wirkt, wie das nach den wasserentziehenden Eigenschaften des 
Alkohols auch zu erwarten war. Die Wirkung beginnt erst unterhal! 
der erwahnten Alkoholgrenze, und man kann sich in den letzten 
drei Versuchen sowohl pyknometrisch, polarimetrisch, als auch gravi- 
metrisch durch Verdampfen der Filtrate auf einem Uhrglase davon 
iiberzeugen. In den iibrigen acht Versuchen treten nicht die geringsten 
Veriinderungen der Gelatine auf. Erst beim Versuch 9 ist eine gering: 
Quellung zu bemerken, die dann mit der Verdiinnung zunimmt. Auber 
einer geringen Léslichkeit der Gelatine (Drehung, Steigen des spezifischen 
Gewichtes usw.) ist hier, wie bei den Salzlésungen, auffallend, dai 
die Quellung auf Kosten der ganzen Alkohollésung (nicht von H,\) 
geschieht, wovon man sich folgenderweise iiberzeugt: Trocknet man 
die Gelatineblittchen nach 24stiindiger Einwirkung des Alkohols 
zwischen Filterpapier, so weisen sie einen deutlichen Alkoholgeruchi 
und Geschmack auf. 

Somit ruft Gelatine auch in Alkohollésungen keine negative Ad- 
sorption hervor; es gliickte uns auch in diesem Falle nicht, die Beob- 
achtungen von Karl Ludwig zu bestiatigen. 
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ne n Nicht minder lehrreich ist der Versuch 12 mit lufttrockener Gelatine. 
» kan Hicr tritt selbst bei hoher Konzentration der Alkohollésung eine Ver- 
iinnung derselben (Zunahme von PD) ein, und zwar ohne die Gelatine 
fiilirte zu losen, Was nach den bisherigen Versuchen nur in verdiinnten Lésungen 
elaitir geschehen kann. Der Wasserverlust der Gelatine (Pseudogerbung) 
ist hier leicht zu bemerken, denn nach AbgieBen des Alkohols erscheinen 
ie Gelatineblittchen matt und trocken. Zuletzt sei bemerkt. daB 
uch die gravimetrische Priifung des Filtrats Nr. 12 auf den Gelatine- 
gehalt (72stiindige Wirkung) mit der polarimetrischen ein iiberein- 
stimmendes Resultat ergab. 
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Beitrag zur Frage der lonenverteilung im Blutserum. 
Von 
. P. Rona und H. Petow. 


(Aus der chemischen Abteilung des Pathologischen Instituts 
und der ersten medizinischen Klinik, Charité, Berlin.) 


(Eingegangen am 8. Februar 1923.) 
Mit 8 Abbildungen im Text. 
Der physikalisch-chemische Zustand der Salze im Blutserum js 


schon mehrfach Gegenstand der Forschung gewesen. DaB ein namhafte: 
Teil des Serumkalks nicht diffusibel ist, ist seit langem bekannt 


eine Tatsache, die man durch die Annahme einer Ca-EiweiBverbinduny 


zu erklaren versuchte. Auch Na’ mu8 zum Teil an EiweiB gebunde: 
sein, denn durch Siuren werden etwa 15 bis 25° der gesamten Na 
Menge frei gemacht. 

Die Anionen Cl’, HCO; und H, PO; bzw. HPO; sind volikomme 
diffusibel. Fir das Cl’ ergaben Diffusionsversuche, daB bei einer / 
die kleiner ist als der isoelektrische Punkt der EiweiBkérper des Serums 


stets weniger Cl’ im Serum ist als im Dialysat desselben, wahrend 


umgekehrt bei einer h, die gréBer als der isoelektrische Punkt ist, in 
Dialysat mehr als im Serum gefunden wird. 
Folgende Tabelle ist friiheren Versuchen (1) entnommen. 


Tabelle I. 





Cl im Serum Cl’ im Dialysat 


Pu Oo 04, Differenz 

7,15 0,1340 0,1524 — 0,0184 
6,90 0,1453 0,1581 — 0,0128 
6,10 0,1492 0,1570 — 0,0078 
5,20 0,1475 0,1560 — 0,0085 
4,70 0,1596 0,1475 + 0,0121 
4,20 0,1553 0,1275 +- 0,0278 
3,50 0,1500 0.1269 + 0,0231 


In der Gegend des isoelektrischen Punktes der SerumeiweiBkérpe1 
der bei py = 5 liegt, kehrt sich das Verhiltnis um. 
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Die Tatsache, da’ bei der Reaktion des genuinen Serums Kat- 
onen im Serum festgehalten, Anionen aber verdrangt werden, dai 
mdererseits bei saurer Reaktion Kationen freigemacht, Anionen 
vebunden werden, entspricht véllig den durch die Donnansche Theorie 
beschriebenen Diffusionsgleichgewichten bei Gegenwart eines nicht 
diffusiblen Ions, das in diesem Falle durch die EiweiBkérper des Serums 
largestellt wird. 


3efindet sich namlich auf der einen Seite einer Membran ein nicht 

liffusibles Anion (a) und auBerdem etwa die Ionen Na;, und Cl}, auf der 

nderen Seite nur Na, und Cl; (wo die Indizes 1 und 2 innerhalb bzw. 

uerhalb der Membran bezeichnen sollen), so miissen folgende Beziehungen 
westehen: 

a+ Cl, Ne ee. et es i | 

Cl, Rly FE SS es 2 


Da die Lésung auf beiden Seiten elektroneutral sein mu, kann 

Cl, nicht gleich Cl, und Na, nicht gleich Na, sein. Es bildet sich vielmehr 

ein Gleichgewicht aus, das einerseits von dem Bestreben beider diffusibler 

um js! lonen auf beiden Seiten der Membran gleiche Konzentrationen zu erreichen, 


thafte: udererseits von den durch das nicht diffusible Ion bedingten elektro- 
statisehen Kraften beeinfluBt wird. 
kannt 
os ste ie Bezie os 
indung Es besteht die Beziehung: 
Na Cl. 
under JA On RT) - l dn RT ln = 0 
, Nas Cl, 
n Na E 
Na, Ch Na, Na, 
a. De —~ oder. — . : 
Na, Cl, Na, Na, —a@ 
mime ” . 
ner) & Na, (Na, a) MOGGERS 8. ee eis ek , ) 
Tums Fiir ein zweiwertiges Ion z. B. Ca gilt: 
thrend RT Ca, CL 
cA — dn —In — + bn RT In —? — 0 
st, in 2 Ca, Ci, 
Ca Cl Ca Cl,* 
d. h. : — oder = 
VCa, Cl, Ca, Cl, 
a Cl, He Ca, |. ; la) 
Cl, 1/, Ca, i : > ; Za 
List) 
Ca (7/, Ca,)? 
2 ; — und Ca, (Ca, 2a)? >; ie on oe 3a) 
Ca, (1/,Ca, a)* . 

Aus der Gleichung 3 und 3a kann man sich ein Bild von der das Lonen 
gleichgewicht beeinflussenden kolloidalen Aquivalente machen, wenn 
man die Gleichung nach a auflést: 

Na,’ Na,” 1 \Ca,? /Ca.? 
a . - und a = : 
Nay - }Ca, 
Die Bedeutung des Donnangleichgewichtes fiir die EiweiBchemie 
Ppel 


und die Physiologie tiberhaupt ist namentlich durch die grundlegenden 
Untersuchungen von J. Loeb (4) dargelegt worden. 
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Bei unseren Untersuchungen, die Beitrige zur Ionenverteilun 
Serum im Anschlu8 an die friiher erwahnten Chlorversuche licter 
sollen, war die Methode die folgende: In kleine Dialysierhiilsen 
Schleicher und Schill wurden 5 bis 7 ccm Serum gefiillt, das direc}, 
Zugabe von wechselnden Mengen HCl oder NaOH auf verschieden 
elektrometrisch gemessene h gebracht war. Diese Hiilsen wurde: i; 
schmale Bechergliser gestellt, die eine abgemessene Menge physio 
logischer NaCl-Lésung enthielten (15 bis 17 cem). Nach 24 bi 
48 Stunden wurde das Serum und das Dialysat auf Na, K, Ca unte: 
sucht. Als Analysenmethoden dienten uns die von Kramer und Tisda 
angegebenen Mikromethoden (2). Es ist zweckmaBig, die Dialysierhiils« 
langere Zeit vor dem Versuche zu wiissern, da sie meist nicht unbetriich 
liche Mengen Ca enthalten. 

Tabelle II. 





Protokoll«Nr. 


VIL. 
VI. 
v3 


LI. 

aa: 
If. 
III. 
IIT. 
IV. 
IV. 
VI. 


VI. 


VI. 


IX. 
Va 
VIIt. 
VITl. 
IX. 
pee 
Vil. 


et id ot 
ae ae 


OS Hm OS 69 He OO OS DO 


3. 


° 
oS 


or rover Konan on 


= 


aos -~I = =] +3 +] +1 +1 +] +1 +] +1 


9,97 


mg Na in 2 ccm 


Serum 


6,21 
6,81 
6,42 
6,26 
6.11 
6,48 
6,52 
6,62 
6,56 
6,01 
5,49 
6,19 
5,68 
5,78 
5,36 
5,69 
5,83 
5,47 
5,68 
5,83 
6,75 
6,95 
6,71 
6,52 
6,96 
6,10 
6,10 
6,76 
6,73 
7,37 


Dialysat 
7,22 
7,25 


7,86 


7,25 


7,02 


innen auBen 


on 


” 


“ 


Bemerkung 


Zusammenfassend kann man sagen, da bei neutraler und leic! 
alkalischer Reaktion Na’ innen und auBen gleich konzentriert is! 
daB aber bei saurer Reaktion mehr Na in das Dialysat gedriangt wird 

Grundsitzlich andere Verhiltnisse fanden wir beim K. 
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Tabelle III. 





mg K in | com 
Bemerkung 
Serum Dialysat 


0,12 0,09 Serum Dialysat 
0,11 0,09; 

0,10, 0,08, 

0,08, 0,08, 

0,09, 0,08 

0,11 0,08, 

0,09; 0,08, 

0,11, 0,10; 

0,10; 0,09, 

0,10, 0,09, 


0,12, 0,11, 
0,10, 0,09 

0,09; 0,08, 
0,08, 0,07, 
0,08, 0,09, 
0,09, 0,08. 
0,09 0,08, 
0.08, 0.09 

0,11; 0,08, 
0,08, 0,08, 


0,07 0,08, 
0,07 0,08, 
0,12. 0,13 


0,09, 0,09, 
008 | (0, 
,08 ),07, 
0,08, 0,09, 
0,08, 0,08, 
0,06, 0,07; 
0,12, 0,12, 
0,08, 0,10 
0,09, 0,09, 
0,08, 0,10, 
0,06, 0,06, 
0,09, 0,10; 
0,10, 0,10, 
0,11, 0,09, (: 
0,12, 0,13, 
0,10, 0,11, 
0,08, 0,10, 


0,10, 0,12, 
0,08, 0.09, 
0,09, 0,10, 
0,12, 0,14, 
0,12, 0,12; 
0,07, 0,09, 
0,07, 0,09, 
0,09, 0,10, 
0,08, 0,09, 
0,06, 0,09, 


wwwnw wo 
one COW 


4s 


ww 
© o-=! 
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Aus diesen Zahlen ergibt sich, daB bei saurer Reaktion im S 
etwas mehr K ist als im Dialysat, wihrend bei alkalischer Reaktion wy. 
gekehrt im Dialysat mehr als im Serum gefunden wird. Der Weide. 
punkt liegt etwa bei neutraler Reaktion. Die Differenzen sind nich; 
groB; sie fallen gerade auBerhalb der Fehlergrenzen. Die grobe Za! 
unserer Analysen verleiht jedoch dem Befund einen groBen Grad yo; 
Wahrscheinlichkeit. 

DaB ein kleiner Teil des K bei saurer Reaktion im Serum eine nic! 
diffusible Verbindung eingeht, lieBe sich dadurch erklaren, da®B sa) 
eine komplexe Bindung des K mit dem Eiwei8 annimmt; eine A) 
nahme, die allerdings nicht erkliren wiirde, warum bei alkalischer 
Reaktion mehr K im Dialysat gefunden wird als im Serum. Man mui) 
jedoch beriicksichtigen, dab vom Volumen des Serums das immer} 
ins Gewicht fallende Volumen der EiweiBkérper und eventuell auc! 
deren Hydratwasser abzuziehen ist. Wir kimen dann zu der Vor 
stellung, daB bei alkalischer Reaktion das K’ innen und auBen gleic! 
konzentriert ist, da} aber mit steigender h immer mehr K in komplexer 
Form an das EiweifS gebunden wiirde. 


Fiir die Untersuchung der Bindungsverhiltnisse des Ca haben wir 
das Kompensationsverfahren verwendet, indem wir der physiologische: 
Kochsalzlésung, gegen die dialysiert wurde, eine bekannte Menge Ca(\, 
etwa 5 bis 6 mg in 100 cem, zusetzten, um das Gleichgewicht im Serun 
méglichst wenig zu stéren. AuBerdem brachten wir diese Lésung i: 
die Dialysierhiilsen und stellten diese in mit Serum gefiillte Bechergliise: 
Es wurde dadurch erreicht, daB kleinen Anderungen des Ca’-Gehaltes 


im Serum erheblich gréBere Anderungen im Dialysat entsprachen 


da die Menge des Serums etwa dreimal so groB war als das Dialysat 

Verfolgt man die Dialyse des Ca” bei verschiedener h, so findet 
man, da bei alkalischer Reaktion eine erhebliche Menge desselben 
nicht diffusibel ist, daB aber mit steigender h immer mehr Ca frei uni 
diffusibel wird. Bei einer h, die etwa dem isoelektrischen Punkt det 
SerumeiweiBkérper entspricht (p, = 5), kehrt sich das Verhaltnis Ca’ 
innen: Ca” auBen um, so dafB bei saurer Reaktion im Dialysat mel 
Ca als im Serum zu finden ist, wie folgende Tabellen zeigen. 


Tabelle IV. (Abb. 1.) 
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Ca im Serum mg % Ca im Dialysat mg ° 


8,2 
8,0 
7,2 


7,0 
6,5 
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Tabelle V. 


(Abb. 2.) 


Blutserum. 
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H Ca im Scrum mg %y Ca im Dialysat mg ae 4 
| 
~ 7} 
2 7.8 5.0 & 
0 7.6 5.5 So 
3 ‘2s 6,6 gE | 
14 7.1 7.0 7 
3.0 7,0 7,6 
Tabelle VI. (Abb. 3.) 2 
Pu Ca im Serum mg ° Ca im Dialysat mg fp >? 
me of 
© yb 
74 98 6.6 £7] 
6,2 9,2 7,0 S 1 
1.9 8,8 9,2 © | 
2,9 8,4 10,4 
Tabelle VII. (Abb. 4.) 
Pu Ca im Serum mg °| Ca im Dialysat mg ° 9 7 
7! 8,7 7.0 WW? 
io 8.6 7,3 b: 
6.1 84 7.6 S 
: ‘ g, 
5.4 a5 iD yS 
1.4 7,7 9,0 S ak 
19 7,2 10,0 


Trigt man die Differenzen (Ca innen 


ein, so erhalt man obige Kurven. 


Das Calcium 


es verlangt. 
Aus den oben entwickelten Formeln 3 und 3a kann man sich ein Bild 


verhalt 


sich also SO, 
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Ca auBen) in ein Diagramm 


wie die Donnansche Theorie 


von der Menge der Kolloidionen machen, an die das nicht diffundierende 


Ca gebunden ist. 
Daten der Ca-Analysen, so erhalt man folgende Zahlen fiir das Kolloidion. 
Die mit — Zeichen versehenen Zahlen entsprechen dem Kolloidkation’). 


Berechnet man mit Hilfe der Formel 3a a aus den 





Tabelle VIII. 
ll Il IV 

Pu a PH @ Pu a 
7,3 1,2] 7,2 1,9 7.4 2.18 1,20 
6.4 0.37 6.0 1.47 6,2 1.55 0.94 
5.0 - 0,78 5.3 0.43 49 0.30 0.59 
3,2 — 1,53 4.4 0.075 2.9 58 0.21 
0.9 - 3,05 3.0 0.47 1,00 

ai - 2.35 











1) Die Zahlen dieser Tabelle sind aus den Daten der Tabellen I\ 


bis VII 


direkt 


berechnet. 
Aquivalente andert nichts an den Zahlenverhaltnissen. 


Die leicht 


auszufiihrende 


Umrechnung 


aut 
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Das so errechnete a gegen p, in Diagramme (Abb. 5 bis 8 
getragen, ergibt Kurven, die an die Dissoziationskurven von An 
lyten erinnern. Der Schnittpunkt mit der 0-Linie liegt stets zwi. 
Py = 4,0 und 6,0. 


Ur T 6 ate weer) 





A-10} e 5 
| a 51 Gee Se ee eee” 
S373 38 Some 8 Ee 
pi 
Abb. 5. (Tabelle VIII, I.) Abb. 6. (Tabelle VIII, IL) 








+40-— = apr 
ol | ae 
| ok 
-10' + + - 
‘ 20 
- L L 2 SS Ee ee = we | a 
8 “4, 7 6 § 4 3 8 7 6 5 4 3 2 
Abb. 7. (Tabelle VIII, III.) Abb. 8. (Tabelle VIII, IV.) 


Die RegelmaBigkeit dieser Kurven laiBt darauf schlieBen, dali di: 
Verteilung der Ca-Ionen zu beiden Seiten der Membran eine Funktio: 
der h, d. h. aber auch eine Funktion des Dissoziationszustandes le 
EiweiBkorper ist, wie es die Donnansche Theorie verlangt. 

Die Donnansche Theorie verlangt ferner, da alle salzartig ai 
das saure EiweiBion gebundenen Kationen sich nach denselben Ver 
hiltnissen beiderseits der Membran verteilen miissen, und daB dies:- 
Verhaltnis bei den Anionen umgekehrt gleich sein muB. 

Fiir das Ca” konnten wir dank der genauen Analysenmethod 
das Donnangleichgewicht gut nachweisen. Beim Na zeigte sic! 
wenigstens der Richtung nach, daB etwa 15% salzartig an Eiweil 
gebunden sein miissen, ein Befund, der aufs beste mit dem von Kram: 
und Tisdall erhobenen iibereinstimmt, die etwa 16% aller Katione: 
an Proteine gebunden fanden. Auch die Cl’-Verteilung entspricli' 
durchaus der Donnanschen Theorie. Das K’ aber verhilt sich an 
scheinend gerade umgekehrt, wie die Theorie es verlangt. Man mui! 
daraus, wie schon erwahnt, mit groBer Wahrscheinlichkeit den Schlu! 
zichen, daB das K’ nicht salzartig an das EKiweif gebunden ist, sonder 
unter bestimmten Verhaltnissen einen Komplex mit dem EiweiBradika 
bildet. Diese Tatsachen finden eine gewisse Analogie in den Angaben vo: 
Spiro (3), der zeigen konnte, daB die Léslichkeit von Aminosiuren durc! 
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CaCl, wesentlich erhéht, durch KCl aber deutlich. vermindert wird, 
daB der isoelektrische Punkt von Aminosiuren durch Ca und K 
in entgegengesetzter Richtung verschoben wird. 

Es hat danach den Anschein, dai die Proteine unter Bedingungen, 
ter denen sie mehr Ca” binden, weniger K’ aufnehmen und um- 
kehrt, ein Resultat, das uns fiir das Verstiindnis des physiologischen 
loncnantagonismus von einiger Bedeutung zu sein scheint. 


Zusammenfassung. 

1. Cl’, Na’ und Ca” verteilen sich bei der Dialyse von Serum 
bei verschiedener p,, zu beiden Seiten der Membran entsprechend 
der Theorie von Donnan. 

2. Besonders beim Ca” lassen sich die Donnangleichgewichte 
feststellen, so dafS’ man daraus auf die Menge des entsprechenden 
Kolloidions schlieBen kann. 

3. Das K’ verhalt sich umgekehrt, wie die Theorie von Donnan 
es verlangt. Dies diirfte darauf hinweisen, daf das K’ nicht salzartig 
an das EiweiBmolekiil gebunden ist, sondern unter bestimmten Be- 
dingungen eine komplexe Bindung mit dem Proteinradikal eingeht. 


Literatur. 

1) P. Rona und P. Gyérgy, diese Zeitschr. 48, 278, 1913. — 2) B. Kramer 
und Tisdall, Journ. of biol. Chem. 58, 241, 1922. — 3) K. Spiro, Schweiz. 
Med. Wochenschr. 51, 457, 1921; vgl. auch Léffler und Spiro, Helv. chim. 
Acta 2, 533, 1919. — 4) J. Loeb, Vgl. die Arbeiten im Journ. of gen. Physiol. 
1918—1923 und die Monographie: Proteins and the Theory of colloidal 
Behavior. London, Me Graw-Hill, 1922. 








Uber das Verhalten 
von Hefefermenten gegen héhere Temperaturen. 


Von 
S. Akamatzu. 


Aus der chemischen Abteilung des Kaiser Wilhelm-Instituts fiir e) 
mentelle Therapie, Berlin-Dahlem. ) 


(Eingegangen am 8. Februar 1925.) 


Mit | Abbildung im Text. 


Uber die Einwirkung der Temperatur auf das Schicksal der Enzy nix 
liegen zahlreiche Angaben vor. Die Mehrzahl derselben betrifft 
wechselnde Verhalten wiisseriger Lésungen oder Suspensionen 
Fermenten bei verschiedenen Wirmegraden. Durch das Studiui 
dieser Bedingungen ist man zur Erkenntnis der sogenannten optimal: 
Temperaturen, der Tétungstemperatur sowie zur Einsicht in die stark: 
Beeinflussung gelangt, welche die Reaktion des Mediums auf die Ten 
peraturempfindlichkeit: ausiibt. Von diesen Verhiltnissen soll i: 
folgenden jedoch nicht die Rede sein, ebensowenig von der des éfte 
angegebenen erhéhten Hitzebestindigkeit, die bestimmte Schut, 
stoffe den Fermenten verleihen sollen, wenn beide gleichzeitig erhit 
werden. 

Weniger zahlreich sind die Angaben iiber das Verhalten trockene 
Fermentpraparate gegeniiber gesteigerter Temperatur. Salkowski!) bh 
dargetan, daB trockener Pankreassaft Erwairmung iiber 100° vertriizt 
und fiir das Lab fanden Arrhenius und Madsen*) ahnliche Verhaltnis- 
Auch fiir die Invertase hat Salkowski (1. c.) analoges beobachtet. F 
Emulsin hat G. Tammann*) gezeigt, da8 es in festem Zustande ein 
Temperatur von 100° ausgesetzt werden kann und dabei einen erhe 
lichen Teil seiner urspriinglichen Wirksamkeit beibehilt. 

Diese Angaben beziehen sich auf hydrolysierende Fermente, ai 
solche, die Siiureamid- oder Atherbindungen lésen. Fiir ein Est 


1) E. Salkowski, Virch. Arch. 70, 158, 1877; 87, 55% 
*) Siehe Hammarsten-Festschrift 1906. 
3) G. Tammann, Zeitschr. f. physik. Chemie 18, 
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spaitendes Enzym, namlich fiir die Butyrase der Castorélbohnen, 
konnte nur eine verhaltnismaibig geringe Bestindigkeit gegen hdéhere 
Temperaturen festgestellt werden, indem Falk und Sugiura!) eine 
sehr weitgehende Zerstérung durch Erwirmen auf 100° konstatierten. 

Bei dem abweichenden Charakter der Gdrungsfermente, die Kohlen- 
stoltketten sprengen, war es von Interesse, das Schicksal dieser Enzyme 
bei héherer Temperatur zu verfolgen. Auch hier sollen nur die Ver- 
jiltnisse bei Anwendung von Fermenten in trockenem Zustande beriick- 
sichtigt werden. Buchner und Hahn?) hat angegeben, daB HefepreBsaft 
nach langerer Aufbewahrung im Warmeschrank bei 22° sowie nach drei- 
woehiger Trocknung im Vakuum iiber Phosphorpentoxyd und an- 
schlieBender sofortiger Einschmelzung in Glasréhren, die zum Teil 
evakuiert waren, bis auf 85° erwirmt werden kann, ohne wesentlich 
an Garkraft zu verlieren. Ein Erwirmen auf 97° vernichtete die Gar- 
kraft nicht vollstandig. Die durch Alkohol-Atherfillung in HefepreB- 
saft erzeugten Niederschlige wurden durch Erwirmen auf 105 bis 110° 
stark in ihrer Garkraft geschidigt, wahrend aus vorher im Vakuum 
getrockneter und dann in einer Wasserstoffatmosphire bis auf 110° 
erhitzter Hefe ein PreBsaft erhalten wurde, der etwa noch !/, der 
Wirksamkeit des PreBsaftes aus frischer Hefe aufwies. 

Meine eigenen Versuche betreffen das Verhalten der Zymase und 
Carboxylase, und zwar ging ich, um ein gleichbleibendes und steriles 
Material zu benutzen, von Acetondauerhefe aus, die in normaler Weise 
hereitet worden war. Dieses Hefepriiparat wurde sodann in luft- 
trockenem Zustande, also ohne besondere sorgfaltige vorherige Ent- 
wisserung, in Toluol bzw. in Xylol und Mesitylen eingetragen und 
im Olbade derartig erhitzt, da®B die genannten Kohlenwasserstoffe in 
lebhaftem Sieden sich befanden. Es kamen also Temperaturen von 
111°, 136 bis 140° sowie 160 bis 164° zur Anwendung. 


Verhalten der Hefe nach Behandlung mit siedendem Benzol. 


Die Einzelheiten gehen aus den nachfolgenden Ubersichten hervor. 

5g Acetondauerhefe wurden in 20 ccm Toluol vom Siedepunkte 
111° suspendiert und damit 14 Stunde am Riickflu8kiihler im Olbade 
erhitzt, das selbst eine Temperatur von 120° besaB. Das Hefematerial 
wurde dann auf einer Nutsche abgesaugt und anhaftendes Toluol 
durch zweimaliges Waschen mit absolutem Ather verdringt. Die 
Atherreste selbst lieB ich an der Luft verdunsten. 


Die so behandelte Hefe zeigte noch deutliche Garwirkung auf 
Rohrzucker. 2g des Priiparates entwickelten in 20 proz. Rohrzucker- 


1) K.G. Falk und K. Sugiura, Journ. Americ. Chem. Soe. 37, 217, 1915. 
*) FE. und H. Buchner sowie M. Hahn, Zymasegirung, 8. 138. 
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losung in 6 Stunden 2cem und in 20 Stunden 8 cem CO, bei «i; 
Temperatur von 37°. An einer Probe tiberzeugte ich mich, dab <j) 
nach einer Stunde starke Invertinwirkung eingetreten war. 

Gegen freie Brenztraubensdure, die nach Alteren Erfahrun 
auch mit frischen Hefen manchmal nicht in Giarung gerit, zeigt: 
das Priparat als wirkungslos. Puffert man aber die Brenztra 
saure zuvor mit sekundirem Kaliumphosphat, so tritt carboxylatisc\y 
Spaltung ein. Die Verhiltnisse ergeben sich aus folgenden Date 

a) 20ccm m/10_ Brenztraubensiure + 2g Hefe innerhal 
24 Stunden: 0 ccm. 

b) leem m-Brenztraubensiure, 1 cem m-K,HPO,, 18 cem H,() 
+ 2g erhitzter Hefe nach 14% Stunden 1% cem CO,, nach 48 Stun ey 
8ecm CQ,. 

c) leem m-Brenztraubensaiure, 2cem m-K,HPO,, 17cem Wasse 
und 2g Hefe nach 4 Stunden: 3 ccm. 

Dehnt man die Erhitzung der Acetondauerhefe auf 1 Stunde au, 
so kann sie eine Wirkung auf Rohrzucker gleichfalls noch entfalte, 
2g der so behandelten Hefe entwickelten mit 20 ccm 20 proz. Rolu 
zuckerlésung innerhalb 48 Stunden 7 cem CQ,. 


Verhalten der Hefe nach Behandlung mit siedendem Xylol. 

5g Acetondauerhefe werden in 20ccm Xylol (Siedepunkt 136 
bis 140°) suspendiert und 15 Minuten im Olbade gekocht. 

a) 20cem 20 proz. Rohrzuckerlésung + 2g Xylolhefe lieferten 
in 20 Stunden: 4cem CQ,. 

b) 2ccm m-Brenztraubensaure + 4ccm m-K,HPO, und 14 com 
Wasser sowie 2g Toluolhefe ergaben in 5 Stunden 1 cem und in 
20 Stunden 4 ccm. CO,. 

Die Temperatur war in den Versuchen a) und b) 37°. 

Ausdehnung der Xylolerhitzung auf 30 Minuten vernichtete »0- 
wohl den Zymase- als den Carboxylaseeffekt, wihrend Invertase 11 
der so behandelten Hefe deutlich in wirksamer Form enthalten war 
Selbst bei zweistiindigem Kochen in Xylol blieb Invertase tbrig. In 
Toluol oder Xylol erhitzte Hefe selbst gab bei Digestion mit Wasse1 
auch beim Stehen im Brutschrank keine reduzierende Substanz al 
Bei der nachtraglichen Aufschwemmung in Wasser wurde ein Anti- 
septikum, Toluol, zugesetzt, so da} die Spaltungen sicher fermentative! 
Art sind und nicht auf irgend welche Infektionen zuriickgefiihrt werden 
kénnen. 


1) 0. Neuberg und P. Rosenthal, diese Zeitschr. 51, 132, 1913; C. Neube 
ebendaselbst 71, 26, 1915. 








Verhalten von Hefefermenten gegen héhere Temperaturen. 367 


Noch héhere Temperaturen wurden durch Verwendung des Mesi- 
tylens erreicht, das einen Siedepunkt von 160 bis 164° aufweist. Garung 
trat nicht mehr ein, dagegen wurde auch mit dem 30 Minuten lang auf 
den Siedepunkt des Mesitylens erhitzten Praparat Rohrzucker noch 
hydrolysiert. Die mitgeteilten Daten lehren, dai die Acetondauerhefe 
ihre Garwirkung um so mehr verliert, je langer die Erhitzungszeit 
ist und je hoher die Erhitzungstemperatur liegt. 

Da mdglicherweise die Schidigung der Fermentwirkung durch 
den Verlust wichtiger Ergiinzungsstoffe bedingt sein konnte, die von 
den siedenden organischen Lésungsmitteln ausgezogen werden, so 
habe ich noch folgende Versuche angestellt : 

10 g Acetondauerhefe wurden wie oben mit 40 cem Toluol 1, Stunde 
lang in der Siedehitze behandelt, auf der Nutsche abgesaugt und 
zweimal mit Ather ausgewaschen. Toluol und Ather wurden zusammen 
im Vakuum abgedampft bei Temperaturen von nicht tiber 50°. Es blieb 


etwa O,lcem einer hellgelben Fliissigkeit zuriick. Sie wurde in 
lscem 20 proz. Rohrzuckerlésung gelést bzw. suspendiert. 10 cem 


des Gemisches wurden sodann mit 2g der mit Toluol ausgekochten 
Acetonhefe versetzt. Im Vergleich zu dem zuvor mitgeteilten Versuch 
ergab sich, daB die Schaidigung, die durch das Erhitzen eintritt, nicht 
oder nicht in nennenswertem Grade auf der Entfernung von 
Erginzungsstoffen (Koferment oder dergleichen) beruht. 

Ich lasse nun die Beschreibung einiger quantitativ durchgefiihrten 
Versuche iiber die Einwirkung mit Toluol erhitzter Acetondauerhefe 
auf Zucker bzw. Brenztraubensaure folgen. Zum Vergleich ist immer 
die von nicht erhitzter Hefe bewirkte Kohlendioxydentwicklung an- 
gefiihrt. 

Tabelle I. 


l0cem 20proz. Rohrzuckerlésung, 1g Trockenhefe, Zimmertemperatur 
(zwischen 20 bis 22°). 











Mit in Toluo . Mit in Toluo P , 
vn | emttetalul ic mertiter| | Mit Teluel | ie nerhitate 
_ (15 Min.) 1 weit (15 Min.) — 

ccm ccm ccm cem 

15’ 0,1 0,1 72h15' 30.9 — 
30 0.1 0.1 72 30 — 1414 

45 0,1 0,2 72 45 31,2 a 
lb 0,1 16 73 141.8 
115 0,1 2.6 73 15 31.7 142.0 
1 30 0.1 3,7 73 30 319 142.1 
1 45 0,1 — 73 45 32,1 142.2 
2 oo 6.0 74 32,3 142.4 

2 15 0,2 7,2 74 15 32,5 i 
2 30 0,2 7,8 74 30 — 142.5 
2 45 03 — 74 45 32.8 142.7 
3 — 10.6 75 33.0 142.7 
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Tabelle I. (Fortsetzung). 








Mit in Toluol hihi npehiteter Mit in Toluol 7 
zeit |) US Min) Hefe zeit = 5'Min) He 
com ccm ccm ra 
3h15' 0,6 --- 7515 33,2 
3 30 — 12.4 75 45 143. 
3 45 1,0 13,8 76 33,7 143.: 
4 1,2 14,7 76 15 3 _ 
415 1.4 15.8 76 30 —— 143 
4 30 he, 17,0 76 45 34.5 
4 45 2.0 18.4 77 — 143. 
5 2.3 — 77 15 34,7 143.5 
5 15 — 20.6 77 30 35,0 143.8 
5 30 2,7 21,8 77 45 35,2 144.0 
5 45 2.8 22.8 78 35,4 144.2 
6 3,0 — 78 15 35,6 144.2 
24 13,7 93,3 78 30 35,9 144.2 
24 15 13.8 94,0 78 45 36,0 oe 
24 30 14,0 94,8 96 46,2 144.2 
24 45 14.1 = 96 15 46.6 (unterbro ct 
25 — 96,8 97 47,4 
25 15 14,4 97,5 98 48,2 
25 30 14,5 98,2 99 488 
25 45 14,7 99,1 100 49,2 
26 14.8 99,8 101 49.7 
26 15 15 100,4 102 50,5 
26 30 15,2 101,60 120 60,2 
26 45 15,3 101,7 121 61,4 
27 15,5 112.6 122 62,2 
27 15 15,6 113,3 123 62,8 
27 30 15,8 a 124 63,8 
27 45 a 114.9 125 64,4 
28 16,2 105,8 126 65.4 
28 15 16,4 — 144 76,4 
28 30 oe 107,4 145 77,2 
28 45 16,6 108,0 146 77,4 
29 16,9 108,8 192 90 
29 15 17,1 — 193 90,5 
29 30 — 110.3 194 90.8 
29 45 17,3 110.8 195 91,0 
30 17,6 o 216 93,6 
72 30,6 141,0 217 94,0 
222 94.6 312 103.8 
240 96,0 336 104.5 
264 98,8 360 104.5 
288 100.9 


Man sieht, daB in 78 Stunden die Garung mit unerhitzter Hefe 
ihr Ende erreicht hat. Zur selben Zeit waren in der mit Toluol be- 
handelten Hefe ziemlich genau 1, der Kohlensiuremenge in Freiheit 
gesetzt. Allein die Giairwirkung des erhitzten Priparates hielt langer 
an und wurde erst nach 336 Stunden konstant. Die schlieBlich ent- 
wickelten Kohlendioxydmengen stehen dann im Verhaltnis von 
144,2:104,8, d.h. die EinbuBe an Girkraft betrug nur rund 35°, 
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Tabelle LI. 
boom m-CH,.CO.CO,H, 2cem m-K,HPO,, 7 cem Wasser, 1g Hefe. 





Mit in Toluol , } Mat in Toluol 
erhitzter Hefe | Mit unerhitzter erhitzter Hefe . Mit unerhitzter 
Zeit (15 Min.) AcetonsDauerhefe Zeit (15 Min.) AcetonsDauerhefe 
com CO, eem CQO, com CO, com CO, 

15 0.1 0.1 6h 44 20,0 

30 0,1 — 6 15’ 4.5 - 

45 —_ 1,2 6 30 46 
[hb 0.8 2.1 23 9,6 26,0 
1 15 12 3,3 23 15 — 26,1 
1 30 15 5,2 23 30 9.8 26,2 
| 45 1,6 6,8 24 10,0 26.6 
2 18 24 30 10,1 — 
2 15 — 9.5 25 10,2 26,7 
2 30 2,2 10,5 26 10.4 26.8 
2 45 2,2 11,5 27 10,6 26,9 
3 2.4 — 28 10.8 27,0 
3 30 - 14,2 29 11,0 37S 
3 45 3,0 15,0 47 12.0 (unterbrochen) 
+ 3,2 -— 48 12.3 
4 15 ae 16,8 49 12.6 
4 30 3.5 50 12.8 
4 45 = 18,0 51 12,8 
5 4.0 18.5 52 13,1 
5 15 4,2 18,9 53 13,2 
5 30 4.2 19,3 54 13,4 
5 45 4.3 19.6 71 13,5 

(unterbrochen) 





Im Brenztraubensaureversuch war nach 29 Stunden mit der nicht- 
erhitzten Hefe Stillstand eingetreten. Zur gleichen Zeit waren von der 
mit Toluol behandelten Hefe rund 40° der mit nicht erhitztem Ma- 
terial entwickelten CO, in Freiheit gesetzt. Auch im Brenztrauben- 
siureansatz hielt die Kohlendioxydentwicklung mit der erhitzten Hefe 
linger an und war nach 71 Stunden halb so groB wie bei nicht erhitztem 
Material. 

Tabelle IIT. 
10 cem Rohrzuckerlosung (20proz.), 1 g 10 Minuten in Xylol erhitzte Hefe. 





Erhitzte Hefe B Erhitzte Hefe | - Erhitzte Hefe > Erhitzte Hefe 
wT ean COs ten moe fe with |= com CO, 
5b 0 75h 8.8 169h 21.6 336h 40.4 

23 1,0 76 9,0 173 22.0 365 43,0 
30 1.8 77 “9.1 192 24.4 384 44,7 
47 4,2 94 12,2 194 24,8 408 45,8 
48 4.4 95 12,4 216 27,3 413 47,2 
50 4.8 96 12,6 217 27,5 456 48,0 
51 5.0 97 12.8 218 27,7 480 48,2 
53 5.3 145 19.5 239 30,4 504 48,2 
54 54 146 19.5 264 33,9 
72 84 147 19,7 312 39.8 
73 8.5 166 31.2 318 40.8 
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Die gute Kohlensiureentwicklung aus Rohrzucker mittels A: 
hefe, die nur 10 Minuten in Xylol erhitzt war, zeigt die Tabell: | Pe 
Die Verhialtnisse mit Brenztraubensiure gibt die Tabelle IV wi 


Tabelle IV. 
leem m-CH,.CO.CO,H, 2cem m-K,HPO,, 7ccm Wasser, 
10 Minuten in Xylol erhitzte Hefe. 





i Erhitzte Hefe : Erbitzte Hefe oad Erhitzte Hefe Erhitzte 
Zeit s Zeit : Zeit : 
com CO, com CO, cem CO, ccm ( 


[bh 0,1 4h 0,8 24h30’ 5,0 6.8 
1 30’ 0,1 4 30’ 0,8 25 30 5,0 7: 7,9 
2 0,3 22 30 4,7 26 30 5,2 Te 8,0 
2 30 0,35 23 30 4,8 28 30 5,5 96 11,0 

Den EinfluB einer noch kiirzeren Erhitzungsdauer zeigen 


Ubersichten V und VI. 


Tabelle V. 


10 cem 20proz. Rohrzuckerlésung, 1 g 5 Minuten in Toluol erhitzte Hef 





ace Erhitzte Hefe dics Erhitzte Hefe wails Erhitzte Hefe] | .. | Erhitzte Hef 
— com CO» am com CO» tek ecm CO, we com CO 
0 2830’ 49.1 99h 176.3 230,1 
0 28 45 49.8 100 177,9 234.7 
0 29 15 51,2 102 179,7 235,5 
29 45 52. 120 199,9 237.3 
30 53,6 | 121 201.6 237.4 
1,0 48 97,0 121 202.0 240.7 
1,6 48 li 97,4 124 204,1 241.7 
2,0 48 98,6 126 206,1 241,3 
3,0 49 99,3 144 216.5 249.1 
3,9 49 100,6 145 217,3 249.3 
40,8 50 102,4 146 218,2 249.5 
41,4 50 103,0 150 220,3 249.5 
42.6 50 103,7 168 226,9 
43,9 96 171,3 169 227,9 251, Z 
45,0 96 ¢ 172,1 170 228,7 S 
45,6 98 174.5 171 229,2 d 


Tabelle VI. if 
leem m-CH,.CO.CO,H, 2cem m-K,HPO,, 17 cem Wasser und 
5 Minuten in Toluol erhitzte Hefe. 














Erhitzte Hefe Zeit Erbitzte Hefe Zeit Erhitzte Hefe Zeit Erhitzte I 
ecm CO, a ecm CO, ais eeom CO» ion com C ¢ 


0,05 5b15! 6,1 27h45’ «15,4 19,6 
0,4 22 15 13,8 |46 45 17,0 19,5 
18 22 45 14,4 |47 45 17,3 19.6 
2.5 23 45 144 |48 45 17,6 20,2 
44 24-15 145 |49 45 17,7 20,2 
4,8 24 45 146 150 45 18,0 20,4 
5,4 25 30 15,0 |70 45 18.6 20,2 
5,8 26 15 152 |71 45 19.0 20.4 
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Die erhaltenen Resultate lassen sich kurvenmiabig durch die an- 


o vebenen Bilder veranschaulichen. 
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Abb. 1. 


Dabei ist ein quantitativer Vergleich zwischen Carboxylase- und 
Zymasegiirung nicht mdglich, da keine molekularen Mengen beider 
Substrate zur Anwendung gekommen sind. Doch diirfte im allgemeinen 
die Carboxylase durch Erhitzen weniger geschidigt werden als die 
Gesamtzymase. 














Bedeutung des physikalisch-chemischen Zustandes 
der Zellkolloide fiir ihre Strahlenempfindlichkeit. 


Von 
Christian Kroetz (Greifswald). 


(Aus dem Réntgenhaus des Allgemeinen Krankenhauses St. Georg 
in Hamburg.) 


(Eingegangen am 10. Februar 1923.) 


Mit 1 Abbildung im Text. 


Hamolyse durch Strahlungsenergie wird beobachtet in einem 
Wellenlangenbereich, der sich von den Wellenlingen des sichtbaren 
Lichtes bis zu denen der y-Strahlung des Radiums erstreckt. An den 
in Betracht kommenden Zellkolloiden auBert sich die Strahlenwirkung 
sowohl in physikalisch-chemischer Zustandsiinderung als in einer 
Beeinflussung der chemischen Struktur. Neben den stattfindenden 
Verschiebungen der elektrischen Ladung und der kolloidalen Dispersitit. 
die in Zusammenhang gebracht werden mit der von den genannten 
Strahlenarten ausgelésten sekundiren Elektronenstrahlung, sind fiir 
alle diese Strahlenarten parallel ablaufende, eingreifende chemische 
Umsetzungen innerhalb der Molekiile nachgewiesen. Vor allem kommt 
hier die zuerst von Hasselbalch) fiir die ultraviolette Strahlung eingehend 
untersuchte Methamoglobinbildung in Betracht, wahrscheinlich auch dic 
von Fernau und Pauli*) fiir die y-Strahlen des Radiums, von Mond?) 
fir ultraviolettes Licht beschriebene Sauerung von Albumin- und 
Globulinlésungen, welche diese Autoren auf strukturelle Umlagerungen 
innerhalb des Molekiils beziehen zu miissen glaubten. An dem Auf.- 
treten der Strahlenhimolyse scheinen beide Vorginge, die physikalisch- 
chemischen wie die chemischen Umlagerungen, beteiligt zu sein. Die 
Rolle beider Anteile bei dem Hiamolysevorgang selbst ist bisher nicht 
abgrenzbar. Die zurzeit vorliegenden Untersuchungen sprechen aber 
nicht dafiir, daB die Strahlenhimolyse allein durch einen Entladung:s- 
vorgang bedingt ist. Von der Hamolyse durch einen Entladungs- 


1) Hasselbalch, diese Zeitschr. 19, 435, 1909. 
2) Fernau und Pauli, Koll.-Zeitschr. 80, 6, 1922; Mond, Pfliigers 
Arch. 196, 540, 1922. 
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vorgang, als welche von Michaelis und Takahashi!) und spiter von 
Kozawa") (unter Hodber) die durch H- und La-lonen erzeugte Himolyse 
gedeutet wurde, wire demnach die Strahlenhimolyse mehr oder weniger 
scharf geschieden. 

Es war nicht ausgeschlossen, daB sich aus der Art der Beeinflussung 
der Strahlenhimolyse durch Anderung des physikalisch-chemischen 
Zustandes der reagierenden Zellkolloide irgend ein Hinweis auf das 
Zustandekommen des Vorganges selbst ergeben wiirde. Die Bedeutung 
des physikalisch-chemischen Zustandes der Zellkolloide fiir ihre Strahlen- 
empfindlichkeit ist zuerst von Holthusen®) beschrieben worden. Im 
AnschluB an seine Befunde sind die nachstehenden Untersuchungen 
entstanden. 

ks wurde die von Holthusen angegebene Versuchsanordnung  ver- 
wendet. Die Versuche mit ultraviolettem Licht (Hanauer Quarzqueck- 
silberlampe) wurden in offenen Petrischalen an diinnen Blutkérperchen- 
aufschwemmungen in den isotonischen Lésungen der betreffenden Sub- 
stanz bei 50cm Lampenabstand ausgefiihrt (die Warmestrahlung konnte 
hierbei praktisch vernachlassigt werden). Je vier Schalen wurden, auf 
einem Karton konzentrisch angeordnet, unter stindigem Hinundher- 
bewegen der diinnen Fliissigkeitsschichten und unter regelmaéBigem Drehen 
des Kartons um 90° nach je 30 Sekunden gleichzeitig bestrahit. Im den 
Réntgenversuchen wurden die gleichen Blutkérperchenaufsechwemmungen 
in Ampullen gleichen Inhalts (1,1 cem) und méglichst gleicher Wandstirke 
und lichter Weite gegeben, diese auf einem Karton in der Peripherie eines 
Kreises von 3cm Halbmesser konzentrisch gelagert (im ganzen je 16 Am- 
pullen), mit einem Karton gegen Wiarmestrahlung abgedeckt und mit den 
in den Protokollen jeweils genannten Strahlungen bestrahlt, wobei nach 
je %4 der ganzen Bestrahlungszeit der die Ampullen tragende Karton um 
90° gedreht wurde. Der Antikathodenabstand betrug in den Versuchen 
an der Radiosilexapparatur 13 cm. 

Samtliche Lésungen, die zu den Blutkorperchensuspensionen Ver- 
wendung fanden, waren aus Kahlbaumschen Praparaten bereitet, ihre 
Gefrierpunkte wurden méglichst genau auf Blutisotonie eingestellt und 
bewegten sich siimtlich in dem engen Bereich von 4 = — 0,56 bis — 0,57, 
ihr py, wurde unter Messung mit der Michaelisschen Indikatorenmethode 
sorgfaltig auf p, 7,25 bis 7,30 reguliert, mit Ausnahme der Lésungen von 
La(NO,;), und AICl,, deren saure Reaktion nicht neutralisiert wurde®). 

Simtliche Untersuchungen wurden an defibrinierten Hammelblut- 
kérperchen durchgefiihrt, die, wo nicht anderes vermerkt ist, dreimal in 
0,9 proz. NaCl-Lésung gewaschen waren. Die Blutkérperchenauf- 
schwemmungen wurden in sehr starker Verdiinnung verwendet, da in 
solehen die Hiamolyse rascher ablauft. Die gewoéhnlichen Suspensionen 


1) Michaelis und Takahashi, diese Zeitschr. 29, 439, 1910; Kozawa, 
ebendaselbst 60, 146, 1914. 

2) Holthusen, Fortschritte auf dem Gebiet der Réntgenstrahlen 29, 
777, 1922. 

%) Zur Herstellung, 4- und p,, - Messung der Lésungen durfte ich mit 
freundlicher Erlaubnis des Herrn Prof. Bornstein die Apparate des Pharma- 
kologischen Instituts benutzen. 
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enthielten nur 0,2 bis 0,4°% Blutkérperchen. Die untereinander 

glichenen Licht- und R6éntgenversuche sind an demselben Blut un 
denselben Blutkérperchenkonzentrationen durchgefiihrt worden. Bei 
Versuchen mit Metallkationen erfahren, mit verschiedenem Blut, die w irk 
samen Konzentrationen kleine Verschiebungen nach oben oder unt: 
fiir die an ein und demselben Blut durchgefiihrten Licht- und Rénty. 
versuche sind diese Verschiebungen ausgeschlossen. 


I 


ili 


l 


Die Strahlenmenge wurde in den gewéhnlichen Versuchen so dosicrt. 
daB am Ende der Bestrahlungszeit nur eben merkbarer Lysebeginn erre ic} 
war. In den folgenden Minuten und Stunden wurde dann in kleinen \}) 
stiinden die allmahliche Abnahme der Triibung, die fortschreitende Ai\{ 
hellung und endliche Lackfarbenheit der bestrahlten Proben  verfolyt 
Genaue quantitative Messungen des Lysegrades, etwa nach dem Avie) 
riethschen kolorimetrischen Verfahren, waren unmédglich gemacht durc| 
die in den verschiedenen Proben je nach der Art der vorhandenen Tonen 
und Anelektrolyten wechselnd starke Methimoglobinbildung und, bei dey 
Versuchen mit ultraviolettem Licht, durch die Geschwindigkeit des Ly se 
vorganges. Die Beurteilung des Lysegrades konnte daher nur mit einfachier 
Durchsichtigkeitspriifung geschehen. Zwei mit groBer Scharfe bestimmbar 
Punkte des Lyseverlaufes, das eben beginnende Sichtbarwerden des Gliih 
fadens einer elektrischen Birne bei Betrachtung durch die bestrahlten 
Proben und andererseits die eben erreichte véllige Lackfarbenheit, dienten 
nach oben und unten zur Orientierung. Die Ablesung geschah bei den 
Lichtversuchen in ausgesuchten, gleich weiten Reagensglasern gleicher 
Glasfarbe, bei den Réntgenversuchen in den genannten zugeschmolzenen 
Ampullen, Unterschieden wurden folgende Lysegrade: Sp = Spur. 
w = wenig, d = deutlich, m = mittelstark (beginnendes Sichtbarwerden 
des Glithfadens), st = stark, k = komplett (véllige Lackfarbenheit). 


Sowohl bei ultravioletter als bei Réntgenbestrahlung bestcht cic 
erste beobachtbare Strahlenwirkung in beginnender briunlicher Ver. 
farbung und eben deutlicher Triibungsabnahme. Besonders in den 
Lésungen, in denen die Lyse sehr langsam ablauft (z. B. in Na,S0, 
und Rohrzucker), hat die Verfarbung, die durch Methimoglobinbildung 
bedingt ist, langst ihr Maximum erreicht, wenn erst die Anfiange der 
Lyse erscheinen, und andererseits kann maximale Lyse bei nur spuren- 
weiser Methimoglobinbildung, die auch im weiteren Verlauf nicht 
mehr fortschreitet, beobachtet werden (z. B. in den Rhodaniden). 
Es zeigt sich schon hierin, daB Lyse und Methaimoglobinbildung in 
keinem direkten Zusammenhang miteinander stehen. 


Nachwirkung, Fortschreiten der durch die Bestrahlung ausgeléste: 
Vorgiinge, wird bei der Lyse, in geringerem Grade auch bei der Met- 
hamoglobinbildung erkennbar. Die Nachwirkungszeit ist abhingiy 
von der Bestrahlungszeit; bei einer gewissen Dauer der letzteren wird 
die erstere gleich null. Zu der Lysezeit, der Zeit vom ersten Begin 
bis zum erreichten héchsten Grad der Himolyse, steht die Nachwirkuny 
deshalb in wechselndem Verhiltnis. Aber auch die Gesamtzeit, ge 
rechnet vom Bestrahlungsbeginn bis zum Erscheinen vélliger Lys 
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ist cine komplexe GréBe, zusammengesetzt aus Latenzzeit und Lysezeit. 
Dabei ist die Latenzzeit variabel, eine Funktion der Bestrahlungszeit, 
indem sie fiir jede weitere zeitliche Einheit der Bestrahlung abnehmend 









rasch, in einem geometrischen ta 
Verhaltnisabfallen wird. Gesamt- 70 t t t | } | 
zit, Lysezeit und Latenzzeit = Be] | 
haben ein Minimum bei derjenigen | 
Bestrahlungszeit, an deren Ende 60|——4 ad | | 


} 


gerade vollige Lyse erreicht ist. 
Die Nachwirkungszeit ist in 
diesem Punkt gleich null. Gra- 
phisch wiedergegeben, auf Grund 
eines Versuches mit steigenden Lee | 
Bestrahlungszeiten (Ultraviolett- 
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licht), sind die Verhiltnisse in al a : 

Abb. 1. Die Latenzzeit wurde SN oe: .+—_+—] 

so zu bestimmen versucht, daB < > | | 

ee . ‘= | | | 

fiir einige Bestrahlungszeiten an = +.20-——> 3 iat Ss 7 

mehreren gleichzeitig und gleich- N | LS Py S| 
. psp } _— pave pecan 

lang bestrahlten Proben die Zeit pase | 

bestimmt wurde (vom Bestrah- P. | a 1 r | e 

lungsbeginn aus gerechnet), nach Bestrahlungszeit in Minuten 

der die tiber den auszentrifu- . Abb. 1. 


gierten Blutkérperchen stehende 

Suspensionsfliissigkeit eben noch farblos gewesen war. Die gewonnenen 
Punkte der Latenzzeitkurve lassen erkennen, da fiir die gewéhnlich 
gewihlten Bestrahlungszeiten die Verschiedenheiten der Latenzzeit 
gegeniiber den Gesamtzeiten vernachlissigt werden kénnen. Fir den 
Vergleich der Lysegeschwindigkeiten werden daher im folgenden die 
Gesamtzeiten herangezogen. 


Vorbehandlung des Versuchsblutes. 

Die durch variierte Vorbehandlung der Korperchen erzielten 
Unterschiede sind in bezug auf die Lysegeschwindigkeit gering. Gegen- 
liber der Himolysegeschwindigkeit NaCl-gewaschener Kérperchen war 
diejenige von nur auszentrifugierten, von Rohrzucker- oder von Na,S O,- 
gewaschenen K6érperchen — wenn diese verschieden vorbehandelten 
Zellen in gleicher Suspensionsfliissigkeit der Strahlenwirkung aus- 
gesetzt wurden (z. B. in 0,9proz. NaCl) — um héchstens */,) vermindert. 
Hingegen machten sich bei dem Einbringen der ungewaschenen, serum- 
benetzten, noch mehr der rohrzuckergewaschenen Ko6rperchen in die 
Kochsalzlésung die bekannten spurweisen Agglutinationserscheinungen 
bemerkbar, die durch die Bestrahlung etwas deutlicher wurden, den 
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intritt der Lyse aber nur um den genannten Betrag zu verzéx 
vermochten. Die Beurteilung spurweiser Agglutination gelingt in 
unbestrahlten Kontrollen gut aus der Form des Erythrozytennied 
schlages nach 4 bis 10 Stunden; wo die mikroskopische Untersuch 
die Zusammenballung von noch drei bis sechs Kérperchen zeigt, « 
findet sich am Rande des kreisférmigen K6rperchenniederschla.is 
eine feinkérnige Zone; in einer nach Abschlu8 dieser Untersuchunvey 
erschienenen Arbeit macht Haffner!) auf dasselbe makroskopisc he 
Zeichen aufmerksam. In Na,SO, als Suspensionsfliissigkeit sind dic 
genannten spurweisen Agglutinationen regelmiaBiger. 


Strahlenhimolyse in Elektrolytlésungen als Suspensionsfliissigkeit. 

Kationenrethe. Unter sonst gleichen Versuchsbedingungen cr- 
weisen sich, bei konstant gehaltenem Anion, die verschiedenen in dey 
Suspensionsfliissigkeit vorhandenen Kationen von wechselnd starkem 
Einflu8 auf die Ultraviolettlicht- und Réntgenhimolyse. Es gilt, 
nach absteigender Begiinstigung der Lichthimolyse geordnet, dic 
Reihe (Cs) > Rb > K > Na = Li > Ca> Ba> Mg, fiir Réntgen 
hamolyse entsprechend (Cs) > Rb > K > Na = Ba > Li > Ca > My 
In beiden Reihen ist die Stellung des Cs nicht leicht zu beurteilen 
Im Anfang kaum hinter Rb und K zuriickstehend, bleibt es von den 
mittleren Graden der Lyse an zuerst infolge einer nichtflockigen Triibung, 
dann infolge hellbrauner feiner Flockung und ebensolcher Nieder- 
schlagsbildung hinter den genannten Kationen zuriick, die etwa um 
dieselbe Zeit die véllige Lackfarbenheit erreichen. Bei den letzteren 
setzen Triibung und Niederschlagsbildung erst nach Stunden bis Tagen 
ein?). Diese Niederschlige nach vdlliger Lyse sind von Pfeiffer und 
Bayer*) bei der Tageslichthimolyse eosinsensibilisierter Kérperchen 
von Holthusen bei der Réntgenhimolyse gefunden worden und als 
der héchste Grad der Strahlenwirkung angesprochen worden. Pfeiffe 
und Bayer hatten beobachtet, daB die Niederschlige in jenen Réhrchen 
zuerst auftreten und am reichlichsten sind, in denen sich die Blut- 
kérperchen zuerst lésen. Soweit die Besichtigung in den sehr diinnen 
K6rperchensuspensionen ein Urteil erlaubt, scheint auch in der Alkali 
Kationenreihe der Zeitpunkt und Grad der Niederschlagsbildung dic 
obige Folge einzuhalten. Ist demgemaB das Cs an die Spitze der Reihe 


1) Haffner, Pfliigers Arch. 196, 15, 1922, 

*) Diese Niederschlige bestehen mikroskopisch aus Blutschatten und 
gelbglanzenden rundlichen Teilchen geflockten Hiamoglobins. Sie sind 
um so bemerkenswerter, da vorher, bei kompletter Lyse, mikroskopisc! 
weder eine nennenswerte Anzahl von Schatten noch eine Spur dieser 
Hb-Ausflockung nachweisbar ist. 

3) Pfeiffer und Bayer, Zeitschr. f. d. ges. exper. Med. 22, 137, 192! 
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mu stellen? Oder kann es iiberhaupt nicht in die Reihe aufgenommen 
werden, weil dem besprochenen Verhalten — entsprechend der Ver- 
wandtschaft mit den seltenen Erden — ein Ineinandergreifen von 
\ytischer und fixierender Wirkung zugrunde liegt, wie es fiir die Erden 


bei iberoptimaler Konzentration bekannt und spiiter zu besprechen 
ist? Im letzteren Sinne spricht, daB in den unbestrahlten Proben 
mit Cs nach 12 und 24 Stunden angedeutete Agglutination der Kérper- 
chen vorlag, die freilich spurweise auch in den entsprechenden Proben 
mit Rb zu beobachten war. 

Die obigen Reihen, fiir die in Tabelle I und IL Beispiele gegeben 
sind, sind gewonnen durch Vergleich des Lysegrades bei vorgeriickten 
Stadien der Lyse, im Bereich zwischen Lyse m bis k. Die Reihe stimmt 
in diesen Stadien bei den je neun Licht- und Réntgenversuchen fiir die 
jeweilige Strahlenart iiberein. Wird bei kleinen Bestrahlungszeiten 
und demgemiB langsamem Lyseablauf die Ablesung in frithen Lyse- 
graden vergleichend vorgenommen, so sind in zwei bzw. einem Versuch 
Rb und K gegeneinander vertauscht, indem K die Hamolyse um ein 
weniges mehr begiinstigt als Rb; aber auch in diesen Versuchen findet 
sich in den héheren Lysegraden die charakteristische Licht- und Rontgen- 
reihe. Fiir die Lyseanfiinge ist also mit der Méglichkeit einer Uber- 
kreuzung der Lysekurve in KCl und RbCl zu rechnen (Tabelle 1b). 

Die Kationenreihe ist von dem verwendeten Anion unabhangig, 
wie in vergleichenden Versuchen mit den Anionen NO, und CNS 
fir ultraviolettes Licht und Réntgenstrahlung feststellbar war, fir 
letztere auch mit dem Anion Br, freilich mit dem geringgradigen Unter- 
schied, daB hier Ba um ein weniges hinter Na zuriickblieb (Tabelle Ic). 
Auf diesen Wechsel sowie auf die Stellungsunterschiede innerhalb der 
Licht- und Réntgenreihe ist spaiter zuriickzukommen. 

Die Konzentration des zu untersuchenden Kations wurde in der 
Weise variiert, dafi wechselnde Mengen der betreffenden Alkalichlorid- 
lésung mit NaCl (beide isotonisch) vermischt und als Suspensions- 
fliissigkeit verwendet wurden. Mit abnehmender Konzentration des 
zu untersuchenden Kations und zunehmendem NaCl-Gehalt riicken 
(s, Rb, K von der Spitze der Reihen weg. Bei einem Verhaltnis Na 
: speziellem Kation = 19:1 lautet unter weitgehendem Ausgleich der 
Wirkungsunterschiede der einzelnen Kationen die Reihe fiir Licht und 
Réntgenstrahlen gleichartig Na > Rb, K, Cs > Li (vgl. Tabelle IILb, 
IVb). Der hierin zutage tretende Ionenantagonismus kommt noch 
deutlicher in Tabelle [Vc zum Ausdruck. Bei einem Verhiltnis iiber 
oder unter 19:1 ist er weniger deutlich. Bei Na: speziellem Kation 

49:1 sind keine Wirkungsunterschiede mehr erkennbar, bei Na 
:speziellem Kation = 5:1 bzw. 1:1 gelten die normalen Reihen, 
aber mit verringerter Spanne zwischen den einzelnen Kationen. In 
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Cs findet sich keine oder nur spurweise Niederschlagsbildung bei 5: | 
es ist wirkungsgleich in Spitzenstellung mit Rb. Diese Befunde er. 
innern lebhaft an diejenigen, die fiir den Ionenantagonismus Na : k 
bzw. Ca von Neuschlosz') bei der Hiimolyse durch geringgradige Hy jo. 
tonie erhoben worden sind. Das Maximum der antagonistischen Wirk \iny 
wird auch von Neuschlosz bei '/,), Gehalt an K bzw. Ca gefunden. Ent. 
sprechend den allgemeinen biologischen GesetzmaBigkeiten erfahr 
dieser Antagonismus eine weitere Steigerung durch  gleichzeitiye; 
K- und Ca-Zusatz zu Na (Tabelle Va). 

Die genannten Kationenreihen gelten, wie schon erwahnt, be 
den Alkalikationen, ziemlich deutlich auch fiir den Eintritt und Ent. 
wicklungsgrad der auf die vollige Lyse folgenden Niederschlage; di 
Niederschlage bei den Kationen der alkalischen Erden sind reichlichve: 
als bei denen der Alkalikationen. Die Unterschiede in der Methiimo. 
globinbildung sind hingegen in den verwendeten diinnen Kérperchen. 
aufschwemmungen undeutlich. Bei 15°, Blutkérperchengehalt war in 
den Licht- und Réntgenversuchen Ba > Na, also umgekehrter Verlaut 
der Begiinstigung von Lyse und Methimoglobinbildung. 

Anionenreihe. Die Giiltigkeit der Hofmeisterschen Anionenreilhe 
fiir die Begiinstigung der Strahlenhimolyse hat Holthusen®) beschrieben 
line geringe Abweichung bestand nur in der Stellung des CSN. Auch 
in den von mir angestellten Versuchen ergab sich, nach absteigende: 
Begiinstigung geordnet, die Lichtreihe NO, > Br > Cl > CSN > SO, 
die Réntgenreihe lautete teils NO, > Br>> CSN > Cl> SO,, teils 
CSN > NO,> Br>Cl>S80O,. Wechselnd war in der Licht- uni 
Rontgenreihe die Stelle des CSN. Sie hing eindeutig von der Dauc: 
der Nachwirkungszeit ab. Je linger diese dauerte, desto weiter riickt: 
CSN gegen die Spitze der Reihe hin. Naturgema8 konnte dieser iiber- 
holende Einflu8 bei jenen Proben nicht zur Geltung kommen, in denen 
wegen raschen Lyseablaufs die anfangs vor dem CSN stehenden 
Anionen frith die vollige Lyse erreicht hatten. Umgekehrt machte 
er sich tiberall dort bemerkbar, wo die Lyse sehr langsam ablief, ein: 
Uberholung also noch méglich war. Dementsprechend ist das spite 
Vorriicken des CSN besonders deutlich in den Lichtversuchen bei 
der Durchpriifung der Anionenreihe an Ca- und Ba-Salzen (Tabelle V1 b) 
bei den ohnehin langsameren Lysegeschwindigkeiten der Réntgen- 
versuche ist bei starker Bestrahlung (etwas beschleunigter Lyse) nur 
das Cl iiberholt, bei schwacher Bestrahlung (triger Lyse) ist das CSN 
vollig an die Spitze geriickt (vgl. die Tabelle VIIa und b). Es ist in 
diesem Zusammenhange bemerkenswert, da in den bekannten Ver. 


1) Neuschlosz, Pfliigers Arch. 181, 40, 1920. 
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suchen von Héber, welche die Geltung der Hofmeisterschen Reihen 
fir die durch geringgradige Hypotonie erzeugte Lyse') dargetan haben, 
das CSN ebenfalls erst am Ende des zweiten Tages seine Spitzen- 
stellung gewonnen hat. In einigen Versuchsreihen von Runnstrém?) 
iiber die Beeinflussung der Senkungsgeschwindigkeit roter Blut- 
kérperchen rickt hingegen das CSN wie oben von seiner Stellung 
am Reihenende weg. 

[m iibrigen bestehen zwischen Licht- und Réntgenreihen nur 
die Verschiedenheiten betreffs des hochatomigen Br, das zur Wirkungs- 
gleichheit mit NO, aufgeriickt ist. Diese Verschiebung ist offenbar 
gleichartig wie die noch zu besprechende des Ba in der Kationenreihe. 
Kin Uberholen des NO, durch das Br kam in den zahlreichen Ver- 
suchen nicht vor. 

Wie in den urspriinglichen Hofmeisterschen Reihen sind auch in 
diesen Versuchen die Unterschiede zwischen den einzelnen Gliedern 
in der Anionenreihe wesentlich deutlicher ausgepragt als in der Kat- 
ionenreihe. 

Sichere Unterschiede in den Niederschlagsmengen nach vélliger 
Lyse sind auch in der Anionenreihe bei der starken Verdiinnung der 
Suspensionen nicht nachweisbar. Hingegen ist die Anionenreihe fiir 
die Methimoglobinbildung deutlich ablesbar, SO, > NO, > Cl > Br 

CSN, wie sie auch in den Versuchen von Holthusen gefunden wurde. 


Strahlenhimolyse in Anelektrolytlésungen als Suspensionsfliissigkeit. 

Untersucht wurden nur Suspensionen in Rohrzuckerlésungen, die 
wegen der in ihnen stattfindenden Agglutination der Korperchen 
mgleich ein Licht auf das gegenseitige Verhalten von Agglutination 
und Strahlenhimolyse werfen konnten. Die Stabilitatsverminderung 
der Kérperchen in diesen Lésungen wird auf die Ladungsverminderung 
im elektrolytarmen Milieu bezogen. In den unbestrahlten Proben 
findet sich an Stelle des scharf begrenzten kreisformigen Erythrocyten- 
niederschlages, wie er in NaCl beobachtet wird, der weit ausgedehnte 
grieselige Niederschlag, den Haffner (l. c.) beschrieben hat. In den 
sofort nach dem Einbringen der Kérperchen, noch vor ihrem Nieder- 
sinken bestrahlten Proben findet man eine beschleunigte Agglutination 
in etwas gréberen Kliimpchen, die iiberwiegende Menge der Koérperchen 
sinkt rasch zu Boden. Die Agglutination ist aber nicht mit einer Fixie- 
rung verbunden. Die durch intensive Methiimoglobinbildung dunkel- 
braun verfirbten Kérperchen fangen allmahlich an, sich zu lésen, die 
iiberstehende Fliissigkeit wird zunehmend braun. Vor dem Erreichen 


1) Héber, diese Zeitschr. 14, 209, 1908. 
2) Runnstrém, ebendaselbst 1238, 1, 1921. 
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volliger Lyse beginnt dann eine grobe hellbraune Flockung sowie 
feinere milchige Triitbung, die aus feinsten weiblichen Fléckchen |e. 
steht. Mikroskopisch besteht die erstere Flockung aus groben 
banden agglutinierter Kérperchen mit zwischen und iiber sie gelageri, 
Zelltriimmern, die letztere aus K6rperchenschatten, die teilweise 
fallen sind. Die genannte, nicht ganz vollstindige Strahlenhim« 

in Rohrzuckersuspensionen hat gegeniiber derjenigen in NaCl eine 
auBerordentlich verlangsamten Verlauf. Unerwartet war es nun, 
kleine Salzzusiitze, die nach Radsma') die Agglutination hemmie: 


die Lyse noch wesentlich stirker, bei einer gewissen Konzentration 


sogar ganz zu hemmen vermégen. Die starkste Hemmung wurde be; 
einem Verhaltnis NaCl: Rohrzucker = 1:4 bis 3:2, also einem Na(’). 
Gehalt der Suspension von 0,18 bis 0,54° gefunden. Zwischen 0.045 
bis 0,135 und 0,585 bis 0,675 °%, war die Hemmungswirkung des Salz. 
zusatzes geringer. Bei 0,72°, war der Ablauf der Lyse gleich dem in 
reiner Rohrzuckerlésung. Diese Beobachtungen kehrten in allen Ver- 
suchen mit Rohrzucker gewaschenen K6rperchen ganz regelmialiy 
wieder (Tabelle Villa und b). Bei ungewaschenen, nur von ihrem 
Serum getrennten Kérperchen war die Strahlenhimolyse hingegen 
ebenso hochgradig in der reinen Rohrzuckerlésung wie in den Suspen- 
sionen mit 0,045 bis 0,63 °%, NaCl-Zusatz gehemmt. Im letzteren Fall- 
ist wohl mit einer Schutzwirkung verbliebener Serumreste zu rechnen 
Serumzusatz hat, wie aus Versuchen von Runnstrém*) bekannt. ist, 
eine den Kolloiden gemeinsame agglutinationssteigernde Wirkung, dic 
besonders stark in salzarmem Milieu zur Geltung kommt. Die Gegen 
sitzlichkeit, da die Hemmung der Strahlenhimolyse einmal durch 
Agglutinationssteigerung (Serumbeimengung), das andere Mal durch 
Agglutinationsverminderung (Salzzusatz) herbeigefiihrt wird, ist) zu- 
nichst nicht tberbriickbar. Die Beobachtung, daB ein Himolys:- 
vorgang in Rohrzuckerlésungen durch agglutinationsvermindernde: 
Salzzusatz gehemmt wird, steht aber nicht allein. In Untersuchungen 
iiber die Alkoholhamolyse von Blutkérperchen, die in Mannit-Kochsal 
gemischen suspendiert waren, hat Runnstrém?) das Maximum der 
Resistenz bei einem Verhiltnis NaCl: Mannit = 1: 4 und 2: 3 ermittelt 
d. h. in identischen Konzentrationen wie oben fiir die Strahlenhimolys: 
Gegensatzlich verhalt sich nach Handovsky*) die Saponinhiimolyse in 
Rohrzucker-Kochsalzgemischen, die von zunehmendem Salzgehalt 
steigend begiinstigt wird. Es ist bekannt, daB auch die Hofmeister schen 
Reihen gegeniiber der gewéhnlichen Richtung umgekehrt bei de: 


1) Radsma, diese Zeitschr. 89, 211, 1918. 

2) Runnstrém, ebendaselbst 128, 1, 1921. 

3) Handovsky, Pfliigers Arch. 190, 173, 1921; Koll.-Zeitschr. 30) 
336, 1922. 
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Begiinstigung der Saponinhimolyse!) giiltig sind. Fir die Strahlen- 


himolyse ist oben dieselbe Richtung, wie sic fiir die Wasser- und Alkohol- 


himolyse bekannt ist, ermittelt. worden. 


Strahlenhimolyse im Zusammenwirken mit anderen lytischen Agenzien. 

Verwendung fanden auBer den besonders zu besprechenden Schwer- 
metallsalzen Hypotonie und Narkotikumzusatz. Es wurde darauf 
geachtet, daB die Kérperchen erst unmittelbar vor Bestrahlungs- 
beginn in die verschiedenen Suspensionsfliissigkeiten kamen, so dah 
der lytische Einflu8 von Strahlung und Hamolytikum méglichst gleich- 
zeitig an den Zellen angriff. Das Ergebnis dieser Versuche, von denen 
ein Beispiel in Tabelle 1X wiedergegeben ist, war ein additives Verhalten 
der lytischen Einfliisse. Dabei konnte, besonders in den Proben mit 
stirkerer Hypotonie und gréBerem Narkotikumzusatz, der Durchgang 
durch die vollige Lyse noch wihrend der Bestrahlungszeit erfolgen 
[z. B. in dem Réntgenversuch (Tab. 1Xa) nach einem Viertel der Be- 
strahlungszeit, weit vorauseilend der Lyse in den zugehérigen Kontrollen]. 
Am Bestrahlungsende war in solchen Fallen bereits starke Triibung, 
bald darauf intensive hellbraune Flockung zu beobachten, also eine 
hochgradige Beschleunigung der simtlichen durch Strahlenwirkung 
hervorgerufenen Vorgiinge. Nur die Methimoglobinbildung zeigte 
keine additive Beeinflussung. Hypotonie und Alkohol, die in geeigneten 
Konzentrationen sich in ihrer lytischen Wirkung hemmen kénnen, 
wirken einzeln auf die Strahlenhiimolyse gleichartig beschleunigend. 
Zu dem gleichen Ergebnis fiihrten anders angeordnete Versuche. Es 
wurden Kérperchen in einer Salzlésung, in der die Strahlenlyse eine 
sehr lange Nachwirkungszeit hat (Na,SO,), mit hoher Dosis bestrahlt, 
nach der Bestrahlung sofort mit Wasser bzw. wechselnd stark hypo- 
tonischen Salzlésungen auf gleiches Volumen verdiinnt und nun im 
Vergleich mit unbestrahlten Verdiinnungen der Eintritt der Lyse 
beobachtet. Hypotoniegrade, die in den unbestrahlten Kontrollen erst 
in 24 bis 30 Stunden Lyse erzeugten, wirkten an den bestrahlten, intensiv 
braun verfirbten Kérperchen in 40 Sekunden lytisch. Die Resistenz 
der Kérperchen wurde durch die Bestrahlung von 0,49%, Na, SO, auf 
0,554 94, vermindert (in NaCl ausgedriickt von 0,30 auf 0,34%). Nach 
2 Stunden war in der stirkst hypotonischen Lésung intensive hellbraune 
Flockung eingetreten. In den geringer hypotonischen Proben kam es 
in den niichsten Minuten und Stunden zu partieller Hamolyse, die 
vor Erreichen der Lackfarbenheit von der gleichen graubraunen Flockung 
unterbrochen wurden. Isotonische gleichkonzentrierte Aufschwem- 


1) Mikulicich, zit. nach Héber, Phys. Chem. d. Zelle u. Gewebe, 4. Aufl., 
S. 488, 1914. 
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mungen der bestrahlten Kérperchen, die einem Wiarmegrad von 
ausgesetzt wurden, zeigten bei nur spurweisen vorausgehenden | yx 
erscheinungen nach 2 Stunden dieselbe intensive Flockung. Div }y 
17°C aufbewahrten isotonischen Kontrollen bestrahlter Kérper: he) 
boten nach 12 Stunden partielle Lyse, nach 36 Stunden ohne Durch 
gang durch vollige Lyse etwa gleich starke Flockung wie die v0) |; 
genannten Proben. Aus duBeren Griinden konnten diese Versi} 
nicht auch mit R6éntgenstrahlung durchgefiithrt werden. Bei den 
durchaus gleichartigen Verhalten von Ultraviolettlicht- und Réntvuvy 
versuchen in den friiheren Reihen und besonders in den obigen V1 
suchen mit gleichzeitiger Strahlen- und Hypotonieeinwirkung kan) ¢. 
aber nicht zweifelhaft sein, daB sie auch fiir die Réntgenstrab|iny 
gelten. Sie besagen, daB die Bestrahlung die Hypotonieresistenz rote 
Blutk6érperchen herabsetzt. Parallele Versuche fiir die Alkoholresist ey, 
scheiterten daran, daB die fiir diese Lichtversuche allein verwendbar 
Na,SO,-Lésung durch Alkoholzusatz ausfillt. Will man die gering 
gradigen, noch im Bereich der Fehlerquellen liegenden Resisteny 
verminderungen (um 0,01°% NaCl), welche v. Bonin und _ Bleidory 
an unterwertig bestrahlten Korperchen in Réntgenversuchen gefunden 
haben, als verwertbar betrachten, so fiinden sie in den vorliegenden 
Versuchen ihre Bestatigung. Nach den Lysegraden, welche die hic: 
verwendete Ultraviolettlichtmenge in NaCl-Suspensionen hervorbringt 
entspricht einer gleichwertigen Réntgenwirkung eine Dosis von etwa 
50 Hauteinheitsdosen, waihrend v. Bonin und Bleidorn mit drei bis 
acht Hauteinheitsdosen bestrahlten. 


Strahlenhimolyse im Zusammenwirken mit Salzen der Erden 
und Schwermetalle. 

Durch die Kationen der Erden und Schwermetalle kénnen rot: 
Blutkérperchen umgeladen werden. Ich versuchte daher, durch Ein 
bringen dieser Kationen in die Suspensionsfliissigkeit iiber die Strahlen 
empfindlichkeit von Kérperchen veranderter Ladung Aufschlu’ 7: 
gewinnen. 

La~ und Al” agglutinieren in diimnen Suspensionen  \ «1 
m/10000 Konzentration an. Himolyse tritt, wenn Umschiitteln unte! 
bleibt, auch in mittleren Konzentrationen nicht auf. Methamoglobin 
bildung erfolgt im Tageslicht nicht. Bei Bestrahlung von eben he: 
gestellten, noch nicht gesenkten Kérperchensuspensionen treten gan 
ahnliche Erscheinungen auf, wie in den Rohrzuckersuspensionen. |i: 
Agglutination erfolgt sehr beschleunigt, in wesentlich plumperen 
Kliimpchen, die in mittleren und schwachen Konzentrationen dunk! 
braun, in den hohen (m/8 bis m/40) ockergelb bis griingelb verfar!)' 
sind. Besonders bemerkenswert ist der auBerordentlich rasche Ablait 
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dieser Umsetzungen des Himoglobins, er ist in den Lichtversuchen 
in 20 bis 60 Sekunden vollendet. (In den Réntgenversuchen sind 
ohl bei La und Al als auch bei den zu erwihnenden Schwermetallen 


] 


sow 
alle Erscheinungen nur in geringem Mabe ausgeprigt.) Die weiteren 
Vorginge hangen von der Kationenkonzentration ab. Bis m/2000 ist 
bei niedriger Konzentration nach einer (gegeniiber der Lyse in reiner 
NaC l-Lésung) etwa um die Halfte verlangerten Zeit véllige Lyse ein- 
yetreten, nach doppelter bis dreifacher Zeit hat sich lockere weibliche 
Flockung angeschlossen (mikroskopisch Kérperchenstromata, die in 
ihrer Form teilweise geschidigt sind). Von m/1000 an ist die Lyse 
mehr verlangsamt und erreicht auch nach langer Zeit nur partielle 
(Grade, die an dem abnehmend gelbbraunen Ton der iiberstehenden 
Flissigkeit ablesbar sind; von m/200 an hat die iiberstehende Fliissig- 
keit keinen gelblichen Einschlag mehr. Uberall, wo nur partielle oder 
keine Lyse statthat, findet sich am Boden des Reagenzglases ein volu- 
minéser, intensiv brauner Niederschlag, der mikroskopisch aus matt- 
velb gefarbten, deformierten Kérperchen mit zahlreichen, kleinsten, 
teilweise stark lichtbrechenden Zelltriimmern und _streifigen, kaum 
vefirbten Niederschlagsbiandern aus amorphem Material besteht. Mit 
abnehmendem Farbstoffgehalt zeigt sich in der iiberstehenden Fliissig- 
keit eine feinstflockige milchige Triibung, die mikroskopisch aus Blut- 
schatten und ihren Resten zusammengesetzt erscheint. Die angegebenen 
Konzentrationen sind diejenigen aus den Versuchen mit La”, die- 
ienigen von Al™ sind fiir die entsprechenden Wirkungsstufen nahezu 
parallel. In Al™ und in La™, wenn das letztere nicht, wie in den 
gewOhnlichen Versuchen, in NaCl, sondern in Rohrzucker suspen- 
diert ist, sind die der erwahnten ockergelben bis gelbgriinen Ver- 
firbung zugrunde liegenden Veriainderungen des Himoglobins besonders 
deutlich. 

In den zahlreichen Versuchen mit Schwermetallkationen (ein 
Beispiel enthalt Tabelle X) findet sich grundsiatzlich immer wieder 
dasselbe, eben fiir Al” auseinandergesetzte Verhalten. Es besteht, 
abgesehen von noch unwirksamen Konzentrationen, bei kleinen lonen- 
mengen eine geringe (positive oder negative) Beschleunigung der noch 
vollstandig ablaufenden Lyse, die von einer gegeniiber Kochsalz- 
lésungen verstiarkten und rascher einsetzenden Niederschlagsbildung 
(im wesentlichen Blutschatten) gefolgt ist. Bei mittlerer Konzentration 
kommt es durch das Ineinandergreifen von Fixations- und Lyse- 
prozessen zu nur partieller Lyse, bei héheren Konzentrationen kommt 
eine Strahlenhaimolyse tiberhaupt nicht mehr zustande. Die bei mitt- 
leren und héheren Konzentrationen vorhandenen Niederschlige agglu- 
tinierter Koérperchen und Kérperchentriimmer sind bei den einzelnen 
Schwermetallkationen verschieden, indem sowohl die Art der Defor- 
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mation der agglutinierten K6rperchen, als auch die GréBe und Za! 
der Triimmer wechseln; die Unterschiede zwischen den einz:\ne 
Metallen sind die gleichen wie in den fillenden Konzentrationen (jes; 
Metalle bei unbestrahlten Proben. Nach den molaren Menger de; 
Metallsalze, die zur Herbeifiihrung der einzelnen Wirkungsgrade 1,0; 
wendig sind, ergibt sich eine Reihe Cd > Zn > Hg > Ag > Cu. Dj 
Unterschiede in der Dissoziation der einzelnen Salze sind hierbei jjch; 
beriicksichtigt; wiirde die Menge der dissoziierten wirksamen [on 
verwertet, so wiirden Hg und Ag iiber Cu hinaufriicken. 

Die berichteten Verinderungen treten bei anderen Metallione: 
konzentrationen ziemlich abhnlich auch in den unbelichteten, dey 
Tageslicht ausgesetzten Kontrollen auf. Methimoglobinbildung feh|; 
im Tageslicht in dem untersuchten Konzentrationsbereich bei (4d 
Zn, Hg; bei Cu und Ag ist sie in héheren Konzentrationen vorhanden 
Agglutination fehlt in den verwendeten NaCl- bzw. NaN O,-Suspen. 
sionen bei Hg und Ag, bei Cd ist sie nur spurweise angedeutet. Di 
grobe Niederschlagsbildung aus K6rperchen und Triimmern sowie di: 
Stromaflockung wurden in dem verfolgten Bereich bei Tageslicht nw: 
in den konzentriertesten Ag-Proben beobachtet. In spiteren Versuche 
an Menschenblutkérperchen treten sie auch in den unbestrahlten, nw 
dem Tageslicht ausgesetzten Proben auf, jedoch erst nach 12 |i: 
36 Stunden, wiahrend sie in den Ultraviolettlichtproben nach 3 Minute 
bis 2 Stunden ihr Maximum erreichen (bei gleicher Schwermetal 
konzentration in den bestrahlten und unbestrahlten Reihen). 

Der Vergleich zwischen den belichteten und unbelichteten Probe: 
ergibt, daB die Methimoglobinbildung durch Strahlenwirkung sowoh 
in den Licht- als in Réntgenversuchen stark gefdrdert ist bei alle: 
Kationen der verwendeten Schwermetallsalze. Metallionen, die i: 
den unbestrahlten Kontrollen Lyse herbeifiihren, fordern auch di 
Strahlenhamolyse, und zwar schon ein wenig unterhalb des Bereic|i: 
der spontan beginnend lysierenden Konzentrationen (Hg, Ag). Metall 
ionen, wie Cd und Zn, die die Atherhamolyse hemmen [Watermann') 
hemmen im unteren Konzentrationsbereich auch, spurweise die Strahlen 
hamolyse. Bei den lytisch wirksamen Ionen kommt es bei einer Kou 
zentration, die in den Kontrollen noch maximal lysierend wirkt, scho 
am Ende der Bestrahlung oder nach einer Nachwirkungszeit voi 
wenigen Minuten zu grobklumpiger Agglutination von Kérperchen uni 
Korperchentriimmern und zur Stromausflockung. Ihr vorausgegang«' 
waren Stadien partieller Lyse und teilweiser Flockung. Bei Cd, Zn und 
Cu treten ebensolche grobklumpige Flockungen in spontan nur agglii- 


tinierenden Konzentrationen auf bzw. bei Menschenblutkérperchen in 


1) Watermann, diese Zeitschr. 116, 1921. 
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Konzentrationen, die an den unbestrahlten Proben erst nach 40- bis 
\Q.0fach langerer Einwirkungszeit flockend wirken. 

In den Ré6ntgenversuchen sind, offenbar wegen zu_niedriger 
Strahlendosierung, die letztgenannten grobklumpigen Flockungen nie 
aufgetreten, wohl aber ihre Vorstufen, die partiellen Lysegrade. 

ZusammengefaBt besagen diese Befunde, daB unter dem Einflub 
der Strahlenwirkungen geringere Metallionenkonzentrationen die Wirk- 
samkeit der naichst héheren Konzentration gewinnen. Die Methamo- 
globinbildung wird durch die Bestrahlung noch iiber dieses MaB hinaus 
gefOrdert. Die Verainderung des Blutfarbstoffs kann noch iiber die 
Mcthamoglobinbildung hinausgehen. 


Unterschiede in der Ultraviolettlicht- und Roéntgenwirkung. 


Gewisse Unterschiede in den Versuchen mit beiden Strahlenarten 
sind durch verhaltnismaBige Unterdosierung in den Réntgenversuchen 
bedingt. Aus é6konomischen Griinden war es nicht tunlich, fiir die sehr 
umfangreichen Reihenversuche héhere Strahlenmengen zu _ verwenden, 
zumal da in den verwendeten Bestrahlungszeiten Resultate, die mit denen 
der Lichtversuche vergleichbar sind, gewonnen wurden. Aus dem Ver- 
gleich der Lysegeschwindigkeit in parallelen Licht- und Réntgenversuchen 
ergibt sich, daB die wirksamen Strahlenmengen in Licht- und Réntgen- 
versuchen etwa ein Verhaltnis von 5: 2 innehielten. Durch diesen Umstand 
ist in der Anionenreihe die Stellung des CSN, in den Metallversuchen das 
Ausbleiben des héchsten Wirkungsgrades veranlaBt. 

Was die Verschiedenheiten in der Ionenfolge innerhalb der An- und 
Kationenreihe zwischen Licht- und Réntgenversuchen betrifft, so hangt 
die Vergleichbarkeit der Resultate von der Voraussetzung ab, daB die 
physikalischen Bedingungen der Strahlenwirkung in den Licht- und Réntgen- 
versuchen fiir die verschiedenen Salzlésungen gleichartig sind. Die prak- 
tisch als gleich zu bezeichnende Strahlenabsorption fiir die biologisch 
wirksamen Komponenten des ultravioletten Lichtes wurde dadurch er- 
wiesen, daB die Entwicklungshemmung von Askariseiern, die auf Deck- 
glisern angetrocknet waren und durch eine 2 cm hohe Schicht der 
isotonischen Lésungen der Chloride der Kationenreihe bzw. der Kalium- 
salze der Anionenreihe hindurch gleich lange Zeit bestrahlt worden 
waren unter der Quarzquecksilberlampe, nach der von Holthusen ent- 
wickelten Methode verglichen wurde. Dabei fanden sich, die Ent- 
wicklungshemmung in NaCl gleich 100 gesetzt, Unterschiede von 
héchstens + 4; nur in CSN betrug der Unterschied —12. Da die Ab- 
sorption der Réntgenstrahlen bei CSN jedoch keinerlei Abweichung von 
der bei Cl zeigt, kénnen die friiher erérterten in Licht- und Réntgenver- 
suchen gleichartigen Eigentiimlichkeiten der CSN-Wirkung nicht auf die 
genannte Absorptionsverschiedenheit bezogen werden. Eine chemische 
Kinwirkung ist ausgeschlossen, da die Chitinschale der Askariseier nur 
fiir O, und CO, durchgingig ist. Die Absorption der Réntgenstrahlung 
wurde wie in den Versuchen von Holthusen (I. c.) fiir alle verwendeten 
Salzlésungen nach Glocker so berechnet, daB die Absorption der Elemente 
pro Atom mit der 3,72sten Potenz der Ordnungszahl des Elementes im 
periodischen System zunimmt und die Absorption von Verbindungen und 
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Losungen sich additiv aus derjenigen der beteiligten Elemente und Kk 
zentrationen zusammensetzt. In den isotonischen Lésungen der Chloric( 
der Kationenreihe ergeben sich darnach folgende relative Absorpti: 
werte (bezogen auf denjenigen der 0,9 proz. NaCl-Lésung gleich 
LiCl: NaCl: KCl: RbCl: CsCl: MgCl, : CaCl, : BaCl, = 0,99: 1,0: 1.04 
1,76: 4,40: 1,01: 1,03: 3,45. Vollig parallel verlaufen die relativen 
sorptionswerte der Nitrate und Rhodanide; die der Bromide sind 
sprechend der hohen Atomzahl des Br etwas ausgeglichen, namlich Na: kK 
: Ca: Ba = 1,0: 1,027: 1,16: 2,67. Fiir die isotonischen Lésungen 
Natriumsalze der Anionenreihe gilt Na,SO,: NaCl: NaCSN: NaNo,: 
NaBr = 0,976: 1: 0,981 : 0,953: 1,58. Fiir die Salze des hochatomigen 
Ba sind die Verhaltniszahlen ausgeglichener (BaCl,: Ba(CSN),: Ba(NO 
Ba Br, 1: 0,996: 0,979:1,22). Bei der Beurteilung der Absorptions 
zunahme sind nun zweierlei Einfliisse zu unterscheiden. LEinerseits di: 
Wirkungsverminderung, die durch die Abnahme der Strahlungsintensit iit 
infolge der gréBeren Absorption zustande kommt; bei der verhaltnismiai| 
kleinen Schichtdicke in den vorliegenden Versuchen wird dieser Verlust 
nicht zu sehr ins Gewicht fallen. Andererseits die Wirkungsvermehrung 
infolge der bei der Absorption von Réntgenstrahlung ausgelésten Sekundiir- 
strahlung. Nach den Versuchen Holthusens handelt es sich dabei nicht 
um die als Streu- bzw. Fluoreszenzstrahlung bezeichneten Anteile der 
Sekundarstrahlung, sondern allein um die Elektronenstrahlung; wenigstens 
gilt dies fiir die verwendeten Versuchsobjekte, Kérperchen und Askariseier. 
In den hier vorgelegten Resultaten wird nun tatsichlich, im Vergleich 
mit der Wirkung im Lichtversuch, fiir die Réntgenstrahlung eine Wirkungs.- 
steigerung bei den hochatomigen Ionen festgestellt, erkennbar in der 
Kationenreihe in dem Aufriicken des Ba iiber das Ca hinauf bis zur 
Wirkungsgleichheit mit dem Na, in der Anionenreihe mit ihren kleineren 
Spannen der Absorptionswerte erreicht das vorher dem Cl niherstehende 
Br das NO, an Wirksamkeit. Setzt man die Absorptionswerte aller 
An- und Kationen fiir das Ultraviolettlicht entsprechend der erwahnten 
biologischen Messung einander gleich, so ergibt sich aus den obigen Zahlen, 
daB gegeniiber dem Lichtversuch die Strahlenabsorption im Réntgen- 
versuch bei BaCl, um 245%, bei NaBr um 58 % vergréBert ist, bei Ba Br, 
nur um 22%. Entsprechend ergibt sich auch, daB in der Anionenreihe 
der Bariumsalze das Br zwar vom Cl weg zum NO, hin riickt, aber 
es nicht ganz erreicht, wie letzteres beim Natrium-, Kalium- und Calcium 
salz mit ihrer gréBeren Absorptionsverschiedenheit der Fall ist. (Vg! 
Tabelle Ifb und IIc). Fiir CsCl, dessen Lésung die héchste Absorptions- 
verschiedenheit aufweist, gestattet die friih einsetzende Triibung und 
Niederschlagsbildung keinen Vergleich. Die Absorptionsvermehrung bei 
RbCl (76%) kommt bei den von vornherein geringen Wirkungsunter 
schieden in der Kationenreihe nicht in einer deutlichen Zunahme seine! 
Stellung vor dem KCl in der Réntgenkationenreihe zum Ausdruck. In 
den Versuchen mit wechselndem Verhiltnis Na: speziellem Kation 
(Tabelle IVb) sind, besonders bei dem Verhiltnis 19: 1, die Absorptions 
unterschiede so weitgehend (bis auf 15%) ausgeglichen, daB die dort ge 
fundenen GesetzmiaBigkeiten auch in den Réntgenversuchen fast rein auf 
den Ionenantagonismus bezogen werden miissen. 


Quantitative Angaben iiber die durch die sekundire Elektronen 
strahlung in den Réntgenversuchen erreichten Wirkungssteigerungen 
kénnen bei der angewendeten Methode der Beurteilung des Lysegrades 
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Niherungswerte bedeuten. Die Zeiten vom Bestrahlungsbeginn bis 
Sichtbarwerden des Gliihfadens verhalten sich teilweise mubten 


Werte durch Interpolation gewonnen werden 
n Pewee LO Chaenth... « «s+ «= « NOtCar Re : 3h 
Tabelle IIb (Rontgen). . ...: . Na:Ca: Ba : 1,48: 1,00 
Wirkungssteigerung im Réntgenversuch Na: Ca: Ba : 1,9: 3,9 
Verhaltnis der Absorptionszahlen . . . Na: Ca: Ba : 1,03: 3,45 


Auf demselben Wege ergibt sich aus Tabelle VIla und Vila fir die 
\nionenreihe im Réntgenversuch die Wirkungssteigerung Cl: NO,: Br t 
- 1,01: 4,75, bei einem Verhiltnis der Absorptionszahlen 1: 0,95: 1,58. 
Die aus diesen parallelen Versuchen gewonnenen Verhiltniszahlen sind 
srundsatzlich in allen Versuchen gleich. Die unerwartete Wirkungssteigerung 
bei Ca und die das MaB der Absorptionszunahme weit tiberschreitende 
Wirkungsvermehrung in Br sind konstant. Die Zahlen zeigen, daB auber 
der Absorptionszunahme noch irgendwelche mit der Versuchsanordnung 
zusammenhingende Einfliisse bei der Wirkungssteigerung maBgebend sind. 
Es ist z. B. an den unbekannten variabeln Faktor der Latenzzeit zu denken. 
In quantitativen Versuchen, die Holthusen fiir die Wirkungssteigerung der 
Methimoglobinbildung bei zunehmendem Absorptionswert durchgefthrt 
hat (1. ¢.), blieb die Wirkungssteigerung durch Bromid und Bariumsalz 
stark hinter dem Anstieg der relativen Absorption zuriick. 


Zusammenfassung und Besprechung der Ergebnisse. 

Die ermittelten Tatsachen sind folgende: Die Strahlenhamolyse 
wird stark beeinfluBt durch den physikalisch-chemischen Zustand der 
Zellkolloide (Holthusen). Wie bei zahlreichen anderen Lysevorgiingen 
iiben die Anionen und Kationen in einer Folge, die mit den Hofmeister- 
schen Reihen tibereinstimmt, ihre Wirkung auf den Hamolysevorgang 
aus. Bei den Kationen ist unter den Alkalien Li, unter den Erdalkalien 
Mg das am wenigsten begiinstigende, bei den Anionen SO,. CSN er- 
reicht nur bei langsamem Lyseablauf die Stelle stirkster Wirksamkeit 
in der Anionenreihe. Die Kationenreihe zeigt die Folge der lyotropen 
‘eihe, nicht diejenige einer der physiologischen Ubergangsreihen. Die 
tichtung zunehmender begiinstigender lonenwirkung gleicht bei An- 
und Kationenreihe derjenigen, die (bei Rinderblut) fiir die Wasser- 
und Alkoholhamolyse bekannt ist, und lauft entgegengesetzt derjenigen 
fiir die Saponinlyse des Rinderblutes. Uber das in meinen Versuchen 
benutzte Hammelblut liegen in isotonischen Lésungen keine Angaben 
vor. In eigenen Kontrollversuchen war beim Hammelblut die Anionen- 
reihe sowie die Kationenreihe (von letzterer wurde nur Na < K er- 
mittelt) in derselben Richtung fiir die Hypotonielyse giiltig wie bei 
dem Rinde. Fir die Warmehaimolyse hat O. Gros!) bei 47 bis 52°C 
in blutisotonischen Lésungen wechselnde Ubergangsreihen gefunden. 
An Hammelblutkérperchen beobachtete ich bei 56 und 58°C eine 


1) O. Gros, Arch. f. exper. Path. u. Pharm. 62, 1, 1910. 
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gleichsinnige Anionenwirkung wie in den Héberschen Versuchen 
leicht hypotonischen Lésungen bei 37°C und _ Rinderblut. 
Strahlenhaimolyse wird also durch An- und Kationen in gleichem Sj)»; 
beeinflupt wie die Hypotonie-, Alkohol- und Wérmehidmolyse (letzt«re 
bei 56 bis 58°C beobachtet). 

Der Rohrzucker-Kochsalzantagonismus ist bei der Strahley 
himolyse gleichartig ausgebildet wie der Mannit-Kochsalzantagonisi iis 
bei der Alkoholhimolyse, im Gegensatz zu seinem Fehlen bei der 
Saponinlyse. 

Der Ionenantagonismus Na : K bzw. Ca auBert sich bei der Strahlen- 
haimolyse ebenso wie bei der Hypotonielyse. 

Strahlenwirkung zeigt sowohl im Zusammentreffen mit Hypotoni: 
als mit Alkohol ein additives Verhalten. Dementsprechend ist auch 
die osmotische Resistenz bestrahlter Kérperchen herabgesetzt. 

Warmeeinflu8 auf bestrahlte Blutkérperchen fiihrt unter Auslassuny 
héherer Lysegrade unmittelbar zu beschleunigter Ausflockung; ebenso 
wirken mittlere, nicht sofort vollig lysierende Grade von Hypotonic. 

Kationen der Schwermetalle erfahren in bestrahlten Proben eine 
Verbreiterung des Bereichs ihrer jeweiligen Wirkungsstufe nach ge- 
ringeren Konzentrationen hin. 

Uber den Angriffsort der Strahlenwirkung erteilen diese Versuch 
nur insofern eine Auskunft, als sie vorwiegend auf die Beeinflussung 
der EiweiBkérper der Blutzellen hinweisen. Die Einwirkung auf dic 
Oberflachenkolloide ist, wie die Waschversuche zeigen, ohne mail)- 
gebende Bedeutung. Die KiweiBkérper des Zellinneren sind offenbar 
der eigentliche Angriffsort der Strahlenwirkung. Die an ihnen ab- 
laufenden Dispersitaitsénderungen zerstéren das normale Zellgefiige. 
dessen physikalisch-chemische Einzelheiten noch nicht bekannt sin 
(z. B. die Bindung und Anordnung zwischen Blutfarbstoff und Stroma- 
substanz). Es laBt sich aus den gewonnenen Resultaten nicht ent 
scheiden, ob die Verainderung der Stromasubstanz oder des Blut- 
farbstoffs das MaBgebende fiir den Eintritt der Himolyse ist. Eine 
direkte Abhingigkeit der Himolyse von der Methimoglobinbildung ist 
freilich mit Sicherheit abzulehnen. Dagegen spricht, abgesehen von 
der teilweise entgegengesetzten Beeinflussung von Lyse und Met- 
hamoglobinbildung in den vorliegenden Versuchen, vor allem di: 
Beobachtung Hasselbalchs!), daB die Himolyse unter Ultraviolettlicht- 
einwirkung auch im Vakuum eintritt, wihrend die Veriainderung des 
Oxyhimoglobins bei O,-AbschluB unterbleibt. Aber der ursichlichen 
Bedeutung einer physikalisch-chemischen Zustandsinderung des Himo 
globins ist damit nicht widersprochen. Erwahnt wurde die als héchste: 


1) Hasselbalch, 1. ec. 
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Strahlenwirkungsgrad beobachtete Flockung des Himoglobins in gelb- 
giinzenden Teilchen, die mikroskopisch in den auf die véllige Hamo- 
lyse folgenden Niederschlagen sich neben der Stromaflockung fanden, 
wechselnd stark bei den verschiedenen An- und Kationen. In das 
der Flockung vorausgehende Denaturierungsstadium des Himoglobins 
ist der Hamolysevorgang seitlich eingelagert, der letztere wiirde so- 
mit an die Dispersitatsinderung des Hiimoglobins gekniipft erscheinen. 
Andererseits ist durch die Resistenzverminderung bestrahlter Kérperchen 
im Zusammenhang mit der gleichartigen Resistenzverminderung von 
Kérperchen, die durch mittlere La™-Konzentrationen entladen sind 
von Bonin und Bleidorn) ein Hinweis auf die Bedeutung der Stroma- 
eiweibkérper gegeben, besonders unter Beriicksichtigung der eingangs 
erwahnten Versuche von Michaelis und Takahashi. Durch vergleichende 
Untersuchungen an stromahaltigen und stromafreien Hamoglobin- 
losungen ist es vielleicht méglich, einer Abgrenzung der an Blut- 
farbstoff und Stromasubstanz ablaufenden Vorgiinge niherzukommen. 
Die Befunde beim Zusammenwirken von Bestrahlung und Schwer- 
metallionen erinnern vor allem an kiirzlich mitgeteilte Untersuchungen 
von Menenghetti!) iiber das Ineinandergreifen von lytischer und 
koagulierender Metallionenwirkung, das unter sonst gleichen Ver- 
hiltnissen von der Konzentration der wirksamen Ionen abhiangig 
ist. Es ist anzunehmen, dai die unter dem Einflu8 der Bestrahlung 
beobachtete Verbreiterung des jeweiligen Wirkungsbereiches der be- 
treffenden Schwermetallkationen nach niedrigeren Konzentrationen 
hin erklart werden kann durch verinderte Empfindlichkeit der 
Zellkolloide, die ihrerseits der Ausdruck der Beeinflussung des 
Dispersitatsgrades durch die Strahleneinwirkung ist. Fir diesen 
Teil der Untersuchungen ist es durch die Befunde von Haffner?) 
ziemlich wahrscheinlich gemacht, dai eine Zustandsiinderung des 
Hamoglobins den Erscheinungen zugrunde liegt. 

Uber die Bedeutung der ermittelten Ionenreihen ist zu erwihnen, 
daB sie nicht nur die physikalisch-chemische Beeinflussung der 
Strahlenempfindlichkeit der Zelleiwei®kérper zeigen, sondern auch 
den spezifischen Einflu&8 der einzelnen Ionen auf die strahlen- 
denaturierten ZelleiweiBkérper. Er geht eindeutiger hervor aus 
spiteren Versuchen von mir, in welchen bestrahlte Korperchen in 
isotonische Salzlésungen mit verschiedenem Anion und Kation noch 
wahrend der Latenzzeit gebracht werden. Hier fanden sich die 
Hofmeisterschen Reihen ohne irgend eine der obigen Kinschriankungen 
giiltig sowohl fiir die Himolyse als fiir die Flockung. 


1) Menenghetti, diese Zeitschr. 131, 38, 1922. 
2) Haffner, Pfliigers Arch. 196, 15, 1922. 
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Tabellen. 

Abkitrzungen: Lysegrade Sp Spur, w wenig, d = deutlich, 
mittelstark (Sichtbarwerden des Gliihfadens einer Kohlenfadenlamy 
setrachtung durch die Lésung hindurch), st = stark, k = komplett, f 

T = Triibung ohne makroskopisch erkennbare Flockung. N = floc} 
Niederschlag. St = feinstflockige milchige Triibung der iiberstehe: 
Fliissigkeit (mikroskopisch gréBtenteils Stromata). AN = grobfloc! 
Niederschlag agglutinierter Blutkérperchen und  Kérperchentriim: 
A Agglutination. M Methamoglobinbildung. 

Tabelle Ia. 
Ultraviolettlichthimolyse. Kationenreihe. Isotonische Chloridlésunge 
0,2°, Hammelblutkérperchensuspension. Bestrahlungsdauer 15 Minut 
50 em Abstand. 





: Hamolysegrad nach tsMinuten Gesamtzeit 
Kation 


- 
+ 


55 75 95 


Li fw Ww m k 
Na w d st k 
K f st k k 
Rb m st k k 
Cs d (T) m (T) fk (N) N 
Tabelle Ib. 
Anderes Versuchsblut in gleicher Konzentration. 8 Min. Bestrahlungsdaue: 
28 48 68 108 148 188 308 
Li fw w d fm m m-—st k 
Na Ww fd f m m m—st fst k 
K d m m m-—st f st st k 
Rb fd fm f st st st fk k 
Cs |jfm(T)} d(T) | m(T) | m(T) {fst (T)| st (N)! k(N) 
Mg 0 0 Sp f w w Ww w—d 
Ca 0 0 Sp w d d d—m 
Ba 0 0 Sp w w Ww w—d 
Ergebnis: In vier Versuchen mit langer Bestrahlungsdauer bei friihe: 
und spaten Graden der Lyse (Cs) > Rb > K > Na > Li, in zwei Versuche: 
mit 8 Minuten K Rb, zu Beginn, spiiter Rb ™ K, in drei Versuchen mit 
8 Minuten Bestrahlungsdauer anfangs und spiiter Rb > K. 


Tabelle Ila. Chlorid. 
Réntgenhamolyse. Kationenreihe. Isotonische Chloridlésungen in a und |}, 
isotonische Bromidlésungen in ec. 0,2°, Kérperchensuspension. In 
und ¢ dasselbe, aber von dem in a verschiedene Versuchsblut. Strahlung: 
Radiosilexapparatur, 80 Kilovolt, 8 Milliampere, 80 Minuten Bestrahlung- 
zeit. 13em Fokusabstand. Kartonfilter. 


ZAZA 





Hamolysegrad nach tsStunden Gesamtzeit 


Kation 
22 
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Ergebnis: In neun Versuchen in spiten Lysestadien stets (Cs) 
Rb K-~Na~Li, in fritihen Stadien bei mittlerer Strahlenmenge 
e oben) dreimal (Cs) Rb K, dreimal (Cs) > Rb K, einmal (Cs) 
K ~Rb; bei kleiner Strahlenmenge (40 bzw. 48 Minuten) einmal (Cs) 
Rb K, einmal (Cs) > Rb K. 


Tabelle IIb. Chlorid. 





e] Hamolyse nach tsStunden Gesamtzeit 
Kation 
6 13 25 
Na fd m m-—st 
i K d m-—st k 
ter Ca Sp d dm 
Ba Ww m m—st 
Tabelle Il c. Bromid. 
Na st fk k 
Ca fm m st 
Ba m st fk 


Gleiches Ergebnis in fiinf Wiederholungen von Tabelle I1b und IIe. 
Tabelle Illa. 
Wechselnde Konzentration des zu untersuchenden Kations. Ultraviolett- 


licht. Bestrahlungsdauer 15 Minuten. 0,2°% Gehalt an Korperchen. 
Na: spez. Kation = 0: 5, s. Tabelle Ia. 





Minuten Gesamtzeit 


Na :spez. Kation ‘ 
4:1 am vee i 
55 15 95 
Li d m k 
Na d m k 
K d fk k 
Rb m k k 
Cs m (T 7) k (T) N 
en) Tabelle IIIb. 
el Na :spez. Kation 
19:1 
Li fd d fk 
Na d—m m k 
K fd fm fk 
1, Rb fd fm k 
, Cs fd m (T) N 


Gleiches Ergebnis in vier Wiederholungen. 


Tabelle IVa. 
Wechselnde Konzentration des zu untersuchenden Kations. Réntgen- 
versuche. Strahlung wie in Ila. 0,2°, Gehalt an Korperchen. 





Na: spez. Kation Stunden Gesamtzeit 
4:1 


2 a 13 ww 
Li fd d fm fk 
Na d d—m m-—st k 
K d fm m—st k 


Rb fm m st k 
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Tabelle IV b. 





Na: spez. Kation Stunden Gesamtzeit 
19:1 


4 13 
Li da fm 
Na d—m m—st 
K d m 
Rb d—m | m-—st 
Cs d—m (T) | m—st (T) 


Tabelle IV c. 


5 ccm Suspensionsfliissigkeit, darin (isotonische Lésungen): 





Stunden Gesamtzeit 
KCl NaCl 
13 


0 d m—st 
0.25 ; w m 
1,0 3 w—d m—st 
2,5 d st 
5,0 m fk 


Wahrend bei Versuch [Va und IVb Absorptionsunterschiede der yer 
glichenen Proben vorliegen, sind die Absorptionswerte in Versuch 1\\ 
zwischen den einzelnen Glasern unter 1%, voneinander verschieden, so 
daB gleiche physikalische Bedingungen vorliegen. In vier Wiederholungen 
dasselbe Ergebnis. 


Tabelle Va. 


Ionenantagonismus. Ultraviolettlicht. Ungewaschene Blutkérperchen zi: 

0,4% in der Suspensionsfliissigkeit enthalten. Bestrahlungsdauer 15 Min 

Die verwendeten Suspensionsfliissigkeiten enthalten folgende Prozentmengen 
Substanz: 





——— ——— — SS 


Lysegrad nach Minuten Gesamtzcit 
%KCI ~| % CaCl ie LA ES 
35 } 55 75 95 


pe Ce tk | -k 
004 | 004 | w | | £m | m-—st 
| w | 
“ 


st | k 


m st 


0,04 


Tabelle Vb. Andere Dispersionsmittel. 
35 | a et ee 
0,9 ae ae i ss ee ee a Se 
086 | 003 | 003 || d |st—k/ k k T 
183% Na, SO, 0 Sp Sp | Sp—w st 
8,75% Rohrzucker w w Ww w m st 


Bei allen Wiederholungen gleiches Ergebnis. In den Réntgenversuchen 
vollig parallele Resultate. 


 itrar 
Natrium 


cs 
Cl 
NO 
Br 
In 


Stadie! 


Aontg! 
8 Milli 
40 Min 

in 


——_— 
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Tabelle Via. Natriumsalze. 
itraviolettlichthamolyse. Anionenreihe. a) Isotonische Losungen der 
Natriumsalze; b) Isotonische Lésungen der Calciumsalze. 0,2°) Gehalt an 
Blutkérperchen. 15 Minuten Bestrahlung. 





Lysegrad nach Minuten Gesamtzeit 


90 175 1155 


Sp Sp 
w d 
w-—d st 
st k 
d st—k 
Tabelle VIb. Calciumsalze. 
60 120 195 1155 
CSN Sp Sp w st 
Cl Sp w w 
NO, w d k 
Br Sp w w m—st 
In den Versuchen mit Bariumsalzen wird Cl und Br ebenso in spaten 
Stadien der Lyse von CSN iiberholt. 


Tabelle VIIa. Na-Salze, mittlere Strahlenmenge. 
<éntgenversuche. Anionenreihe. a) Mittlere Strahlenmenge 80 Kilovolt, 
8 Milliamp., 80 Minuten; b) Kleinere Strahlenmenge 80 Kilovolt, 8 Miliamp., 
40 Minuten Bestrahlungszeit. 0,2 °, Gehalt an Blutkérperchen. Natriumsalze 

in a und b; in ¢ bei gleicher Strahlenmenge wie in a Bariumsalze. 





Lysegrad nach Stunden Gesamtzeit 





6 13 


0 Sp Sp 
fm st 
Sp fd fm 
d st k 
d st k 


Tabelle VIIb. Na-Salze, kleinere Strahlenmenge. 
6 13 25 
0 0 Sp 
w m m—st 
Sp d d—m 
w fm m 


Tabelle VIIc. Ba-Salze, mittlere Strahlenmenge. 
2 4 5 12 
w d d—m fk 
Sp fd d d—m 
d f st st k 
fd m—st st k 


In allen Wiederholungen das fiir die genannten drei Gruppen charak- 
teristische Verhalten. (je vier Versuche). 
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Tabelle VIIla. Lichtversuch, 15 Minuten Bestrahlungszeit 


Strahlenhamolyse in Anelektrolyten. Blutkérperchen in isotonis: 
Rohrzuckerl6sung gewaschen, in den Suspensionen 0,2% Korpe: 





Lysegrad nach Minuten Gesamtzeit 
Rohrzucker NaCl 
55 195 1080 


50 Ww ny m—st 
Sp ; W d—m 

10 f 0 Sp Sp Ww 

3 : 0 Sp Sp W 

| Sp ; w W d 

0 d k k k 


In wiederholten Versuchen gleicher Befund. 


Tabelle VIIIb. Rontgenversuch. 





Lysegrad nach Minuten Gesamtzeit 
Rohrzucker NaCl 
1560 2880 


0.00 y dA 
Mw 
0 
0 AN- 
d ¥ 
m—st fk klar 
Cd(S 


Tabelle 1X a. Mol 1 


Strahlenhamolyse bei Hypotonie baw. Alkoholzusatz, 0,2 ° 4 Blutkérperche: 
gehalt. 





Unbestrahit Ultraviolettlicht Rontgenbestrahlung 
Hypotonische 
Na Cl-Lésung Lysegrad nach Minuten Gesamtzeit 


ly NaCl 2: 10 25 100 150 680 
0.9 0 Ww d—m | fst w d 
0,72 0 fd m st fm st 
0.675 0 m im—st, fk | k(20’) T (150’) 
0,585 Sp? fk k N — - 


Tabelle IX b. 





; Unbestrahlt Ultraviolettlicht Roéntgenbestrahlung 
Hypotonische 
Na Cl-Lésung Lysegrad naeh Minuten Gesamtzeit 


Mol C,H, OH k 30 60 100 120 240 360 
Sp 7 Sp | Spiw 
w y c Sp Sp fm 
d w w | fst 
m m k k 
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Tahe lle X a. 


Strahlenhaimolyse und Schwermetallkationen. Die verwendete Konzen- 
ion der Schwermetallsalze ist in Mol pro Liter Suspensionsfliissigkeit 
egeben. Gehalt der Suspensionen an Blutkérperchen betragt 0,2 °>. 
Die wirksamen Metallkonzentrationen verschieben sich in den einzelnen 
Versuchen auch bei gleichen K6rperchengehalt um ein weniges, offenbar 
infolge wechselnd groBer Reste verbliebener Waschflissigkeit. In den 
unteveinander verglichenen Proben einer Reihe (unbestrahlt, Licht, Réntgen ) 
ist stets dasselbe Blut verwendet, die genannten Unterschiede fallen des 
halb weg. Lverl. Lyse verlangsamt, Lbeschl. Lyse_ beschleunigt 


tri 


gegeniiber derjenigen in reiner isotonischer NaCl-Losung. 





‘SO 
mae? Unbestrahlt Ultraviolettlicht Rontgenbestrahlung 


Sp A, MO L Sp verl. M 0 Wirkung 
(gegen NaCl) 
Dasselbe Dasselbe Sp N 
A MO 80’ AN, part. Lyse (d), ST N, Lyse komp!. 
A MO 24 AN,’ 55 os AWSE N; , 2 
AMO 20’'AN, ,,  ,, (Sp—9O), ST ++, Lyse fk 
AMO 5’ AN, keine Lyse, ST N++, ,m 
A M0 IVAN 5; Oe N++, , m 


Tabelle Xb. 





S( - 
vot oe), Unbestrahlt Ultraviolettlicht Rontgenbestrahlung 


A 


L Sp verl. M + 0 Wirkung 
(gegen NaCl 
964 N, Lyse part. (st), ST Sp N 
965N, ,, ss: (oa), SF Sp N 
GOHbN,  ,, » (ae Be N 
ae » (says iN 
th AN, keine Lyse, ST 
iS BN, ws os we 


31.6 AO, MOQ, 


52.8 AO. MO, 
105 Ad, MO, 
318u.528 AO, MO, 
1020 AO, MQ, 
2084 A+, Mo, 
5100 A-+, MO, 


AAZAZALAZ 


Tabelli At, 





ia ; Unbestrahlt Ultraviolettlicht Rontgenversuch 


0,074 £ MO, LO 0 Wirkung (gegen NaCl) 0 Wirkung 
(gegen NaCl 

0.74 M0, LO L. Sp beschl. Dasselbe 

1,11 M0, Lw—d Ld 

2,96 , MO, Lst L st y part. (st) 

7,40 M0, Lkpl. L st ‘sg ao | Ce 


59 MO, Lk L st ». (m), ST Ldeutl. Beschl. 


118 AO, MO, Lk 65 AN, Lyse part. (d), ST Dasselbe 
590 MO, Lk 5’ AN, ,, keine, ST 


Ee NR ARRINE  B 
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Tabelle Xd, 





Cu(SO,) 1 : . 
Mol 10-6 Unbestrahlt Ultraviolettlicht Rontgenve 


0,16—0,82 A+, M0 0 Wirkung (gegen NaCl) 0 Wirkung 

(gegen \ 

1,64—4,92 A+, MO L etwas Beschl. M + Sp. besch! 

8 2—123 A+, M- L st beschl. M + etwas bes: 
16,4 A+, M- 10’ AN, L part (d), ST 4hN 
41—82 A+, M- 5’ AN, L part. (Sp), ST 2hN 


AgNO, Tabelle Xe. 
‘tol 10—¢ 
0,47—0,94 17h LSpAO L, Sp beschl., Lyse kompl. 0 Wirkung 
F (gegen Nat 
1,18—0,4 17h Ld—m AO L part. (st), ockergelb 40 N, Lfast 
11,8 12bLkAO Lid 95st Ue 2hN, Lm 
59 30’ Lk AO Ls 55 “Ged, ae 
94—118 10’ Lk AO 12' AN, L Sp, gelbbraun, ST 
236 5’ Lk,4"AN,ST 8’ AN, Lkeine, _,, ST . 
590 | 5'Lk,4%AN,ST 3'AN,L_ ,, . " 
sauren 
erlange 
Koche 
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Uber die Spaltung der Eiweibstoffe mit Ameisensiure. 


Von 
N. D. Zelinsky und W. 8S. Ssadikow. 
{us dem Laboratorium fiir organische Chemie der Universitat Moskau. ) 


Eingegangen am 12. Februar 1923. 
gegang 


Fir die Hydrolyse der EiweiBstoffe wurden bisher nur Mineral- 
siuren angewendet (HCl, H,SO,, HF); um den abiureten Zustand zu 
erlangen, sind gréBere Konzentrationen der Saure und dauerndes 
Kochen unbedingt notwendig. Dabei kommen aber sekundire Zer- 
setzungen allerlei Art zustande; das Hydrolysat ist immer schwarz- 
braun gefairbt und enthalt verschiedene, wenig definierbare Oxydations- 
und Zersetzungsprodukte, welche die Kristallisationsfahigkeit der 
eigentlichen Bausteine beeintrichtigen. Im Bestreben, ein milderes, 
aber noch wirksames hydrolytisches Reagens aufzufinden, haben wir 
das Verhalten der Ameisensiure gegen Eiweibstoffe studiert. 

Lést man Gelatine in 50proz. Ameisensiure und kocht, so ver- 
schwindet die Biuretreaktion nicht, auch nach 85stiindigem Kochen. 

leem des ,,Hydrolysats** enthielt Stickstoff: 

Nach Kieldahl . . . 0,03024g eventuell 100°, 
» Soérensen. . . 0,00770g % 25,46 % 
* van Slyke . . 0,005595 g ws 16,22 % 

Zum Vergleich sei der Stickstoffgehalt des Hydrolysats von Gelatine 
nach 24stiindigem Kochen mit 25proz. H,SO, angefiihrt. 

leem des Hydrolysats enthielt Stickstoff: 

Nach Kjeldahl . . . 0,02464g eventuell 100°, 
»  Sérensen. . . 0,01750¢ ss 71,02% 
», van Slyke . . 0,01693 g % 68,34 % 


Auch bei der Anwendung von 25proz. H,SO, betrigt die Menge 
des Aminostickstoffs (nach Sérensen) nur 71°, des Gesamtstickstoffs : 
29° des Stickstoffs haben wir in tertiarer, eventuell anderer Form, 
welche nicht formoltitrierbar ist. Differenz zwischen Sérensen- und 
Slykestickstoff deutet auf die Anwesenheit von 2.08 °%, Iminostickstoff 
im Hydrolysat. 
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Bei Ameisensiture sind die Verhiiltnisse wesentlich ander 
Form von Aminostickstoff finden sich nur 25,46 % des Gesamtsticksi 
beinahe 75°, desselben sind tertiir gebunden:; auf Iminostickstoft 
rechnen sich 9,24°% des Gesamtstickstoffs. 

Beim Kochen der Gelatine mit 50proz. Essigsiure, auch | 
24 Stunden, konnte man keine Hydrolyse konstatieren; die M 
von formoltitrierbarem Stickstoff war sehr gering. 

Unternimmt man die Spaltung der Gelatine mit 10proz. Amei 
siiure bei 180° (im Autoklaven), so verschwindet Biuretreaktion s¢}).) 
im Laufe von 3 Stunden. 

In leem des Hydrolysats erhailt man Stickstoff: 

Nach Kjeldahl . . . 0,02856g eventuell 100% 
» Sorensen. . . 0,00945 ¢ i 33,1% 
~ van Slyke . . 0,01148 g Ms 40,2 % 


) 


Zwei Drittel des Gesamtstickstoffs blieben im tertiargebundeten 


Zustande, obwohl das Hydrolysat abiuret war. Differenz zwischen 
Slyke- und Sé6rensenstickstoff deutet vielleicht auf die Anwesenhcit 
von Glycylpeptiden, welche nur teilweise nach Sérensen, aber giinzlich 
nach Slyke bestimmbar sind. Die Menge solcher Glycylpeptide ist 
auf etwa 17% des Gesamtstickstoffs zu schitzen. Da durch Formo!- 
titration ein Teil des Peptidstickstoffs doch bestimmbar ist, so diirft: 


die Menge der Aminosiuren im Hydrolysat weit unter 30 °% des Gesamt- 


stickstoffs ausmachen. 


Ahnliche Resultate wurden bei Einwirkung von 10proz. Ameisen- 
siure bei 180° auf Seide, Casein und Giansefedern erhalten. 


Im abiureten Hydrolysat befindet sich formoltitrierbarer Stickst oft 
In Seide . . . 55,6% des Gesamtsticktsoffs 
» om... £a5% ,, 
;, Gansefedern 40,1% .,, ” 
51,1% (nach Slyke). 

Der Mehrbetrag von Slykestickstoff iiber Sérensenstickstoff bei 
Federn ist durch die Anwesenheit von zahlreichen Diketopiperazin- 
ringen bedingt, welche den Stickstoff in einem Zustande enthalten. in 
welchem er nicht formoltitrierbar ist; beim Slykeverfahren werden 
diese Ringe gesprengt, und der Stickstoff wird der Bestimmung zu 
ginglich. 

Ameisensiure bietet also keine Vorteile bei der Hydrolyse von 
KiweiBstoffen im Vergleich mit Mineralsiuren. Die hydrolysicrende 
Kraft der Ameisensaiure ist weit geringer als diejenige von Mineral- 
siuren. Das kann man schon in bezug auf das Verschwinden der Biuret 
reaktion konstatieren. 

Wahrend simtliche Proteine durch lproz. HCl bei 180° bereits 
im Laufe von 2 bis 3 Stunden abiuret werden, braucht man entwede1 
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yroliere Konzentrationen der Ameisensiiure oder lingere Dauer der 


Finwirkung, um dasselbe Resultat zu erzielen. 
Folgende Tabelle zeigt diese Verhaltnisse niher: 





Konzentration Zeit 
Eiweifstoff der Ameisensaure der Hydrolyse Biuretreaktion 
, Stunden 


Gelatine 


> Se Go SO 


SOaowos 


_—__— 


99 pric in a 10 
Eieralbumin . 10 
10 

os : 50 
—... | 10 
a 10 
SS  ——_— ee 10 
Kollagen . . . 10 


> OS SS Or bo 


o 


Essigsiure wirkt noch schwacher als Ameisensiure; eine 10proz. 
Lisung bei 3 Stunden und 180° geniigt nicht, um Gelatine abiuret 
zu spalten. Organische Siuren sind demnach sehr wenig geeignet, 
als hydrolysierende Mittel fiir EiweiBstoffe zu dienen, sogar bei Be- 
handlung im Autoklaven. 

Die erwihnten organischen Sauren scheinen einen mehr konden- 
sierenden als spaltenden Einflu8 auf EiweiBstoffe auszuiiben. Ubrigens 
ist die Entfernung von Ameisensiiture aus dem Hydrolysat mit sehr 
groBen Schwierigkeiten verkniipft. Auch nach 350stiindiger Extraktion 
mit Ather enthalten sowohl Hydrolysat als Ausziige immer noch 
Ameisensiiure. Durch iiberhitzten Dampf gelingt es nicht, die Ameisen- 
siure aus dem Hydrolysat auszutreiben. 

Die nahere Untersuchung von Spaltungsprodukten, welche bei 
Hydrolyse der Gelatine mit 10proz. Ameisensiiure bei 180° wahrend 
3 Stunden entstanden, ergab folgendes: 

Nachdem Hydrolysat mit Ather extrahiert war, gewinnt man 
einen Sirup, der in Alkohol léslich ist. Der Atherauszug hinterlabt 
ebenfalls einen in Alkohol léslichen Sirup, welcher keine Reaktionen 
auf Aminosiuren zeigt. Der Sirup aus dem mit Ather behandelten 
Hydrolysat erstarrt nach dem Einengen zu einer kristallinischen Masse. 
Diese letztere wird mit Essigiither ausgekocht, wobei ein Teil sich 
list und beim Verdampfen einen Sirup hinterlaBt, in dem wieder keine 
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freie Aminosiuren vorhanden sind. Dieser Sirup wird 6 Stunden |ang 
mit konzentrierter HCl gekocht; auch in diesem Hydrolysat. fe})|e, 
Aminosiuren. Im Sirup selbst waren vor der Hydrolyse keine Pe) 
oder Diketopiperazine anwesend, sondern irgendwelche, viel) 
kompliziertere Kondensationsprodukte derselben. 

Derjenige Teil des Sirups, welcher in Essigiither unléslich 
wurde in Alkohol gelést und dreimal mit HCl-Gas esterifiziert. \{a) 
konnte keinen Glykokollester abscheiden; es bildet sich viel NH (‘| 

Die Ester wurden nach EF. Fischer destilliert; aber bei 0,5 iin 
geht unter 100° nichts ins Destillat iiber; es sind keine bekannte) 
einfacheren Aminosiiuren im Sirup anwesend. 

Die Produkte, welche bei Druckhydrolyse der Gelatine mit Ameis.- 
siure entstehen, sind ganz anderer Art als bei gewohnlicher Hydrolys (Aus « 
mit Mineralsiuren; man trifft keine Aminosiuren an. Wahrschein|ic| 
werden die Vorstufen der Aminosiiuren, die Peptide, eventuell Dike». 
piperazine, durch Einwirkung von Ameisensiure kondensiert, wodurc) \ 
Derivate entstehen, die durch Ameisensiiure nur auBerst schwer 
spaltbar sind. 
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(‘ber die Beziehungen zwischen katalytischen und fermentativen 
Spaltungen der Eiweibstoffe. 


Von 
W. S. Ssadikow und N. D. Zelinsky. 
(Aus dem Laboratorium fiir organische Chemie der Universitat Moskau.) 


(Eingegangen am 12. Februar 1923.) 


Vollstandige Hydrolyse eines Eiwei®kérpers erreicht man ent- 
weder durch langstiindiges Kochen mit konzentrierten Séuren oder 
bei Anwendung von sehr schwachen Sauren oder Alkalien bei Brut- 
temperatur unter Mitwirkung von Fermenten. 

Aber auch mit Hilfe von verdiinnten Sauren ohne Teilnahme 
von Fermenten kann man die meisten EiweiSstoffe abiuret in kurzer 
Zeit spalten, wenn man bei Temperatur gegen 150 bis 180° arbeitet. 
Diese Art der Spaltung, bei welcher die Menge des hydrolysierenden 
Reagens eine geringe ist und einigermaBen katalytisch wirkt, wie es 
bei fermentativen Spaltungen der Fall ist, wird von uns als Katalyse 
der EiweiBstoffe bezeichnet. 

Nun ist festgestellt, daB die Produkte einer solchen katalytischen 
Spaltung eines Proteins wesentlich andere sind als die Produkte einer 
gewohnlichen, brutalen Hydrolyse. In letztem Falle haben wir die 
Aminosiuren vor uns, die Bausteine des Eiweimolekiils, in ersterem 
Falle sind viel kompliziertere Verbindungen anhydridartiger Natur 
vorhanden, welche die Zwischenstufen zwischen Aminosiuren und 
verwickelten Ringsystemen von vielen Diketopiperazinringen, eventuell 
Peptinringen darstellen. 

Es wire sehr wichtig, aufzukliren, ob bei rein fermentativen 
Spaltungen verschiedener Proteine auch aihnliche Anhydride entstehen, 
wie bei der Katalyse. Diese Frage konnte beantwortet werden, indem 
man vollstiindig fermentativ gespaltene Eiweibstoffe, z. B. Casein oder 
Gelatine, auf die Gegenwart von Anhydriden priifte und dabei bis zu 
einem gewissen Grade quantitativ verfahrt, d. h. die Ausbeuten an 
Ather-, Essigither- und Chloroformextrakten in Betracht zieht. Da 
eine eigentliche quantitative Methode fiir Bestimmung der Menge 
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von einzelnen Fraktionen bei Katalyse der Proteine noch nicht 
gearbeitet ist, so miissen wir zurzeit uns mit annaihernden Schatzw 
begniigen, welche einen orientierenden, allgemeinen Wert haben. 
Bei diesen Versuchen haben wir anstatt Salzsiiure 1 proz. Phos) 
sdure angewendet, da sie leichter aus dem Katalysat entfernt we: 
konnte und, wie wir vermuteten, einen viel milderen Einflu8 auf 
hydride haben wiirde im Vergleich mit Salzsiure, die im Verlauf 


Katalyse eine teilweise, allerdings ziemlich beschrankte Nachspalt: 


der Anhydride unter Bildung von freien Aminosiuren bewirkt. 


Versuch 1. (Gelatine.) 

a) 50g Gelatine wurden mit 500 ccm 1 proz. Phosphorsiiure im Aut 
klaven bei 180° 3 Stunden lang erhitzt. Katalysat war nur schwach gelblich 
gefarbt. Er wurde von Phosphorsiure durch Kalk befreit. Biuretreaktion 
war negativ. Triketohydrindenreaktion ist sehr schwach. Mit Cu(OH), 
beim Kochen gibt Katalysat eine blaue Fliissigkeit, was die Anwesenh« it 
von Aminoséuren andeutet. Nach dem Eindampfen des Katalysats erhiilt 
man einen Sirup, welcher fast ganzlich in Alkohol loslich ist. Die alkoholische 
Losung zeigt nach Abdampfen und nach dem Lésen des Riickstandes in 
Wasser keine fiir Aminosiuren charakteristische violette Farbung mit 
Ninhydrin, sondern eine kirschrote. Sie reduziert Silbernitratlésung, hat 
aiuBerst bitteren Geschmack und, was am auffallendsten ist, gibt mit 
Cu(OH), keine blaue, sondern griinliche Lésung. Aus der sauren Lésung 
des Katalysats werden mit Ather, Essigither und Chloroform Anhydride 
ausgezogen. 

b) 50g Gelatine ,,vollstandig gespalten“‘ mit Pepsin, Trypsin und 
Erepsin (Priparat nach Abderhalden, aus der Fabrik von Kalle) wurden 
in 500 ccm 1 proz. Phosphorsiure gelést und mit Ather, Essigither und 
Chloroform extrahiert. Nach dem Erschépfen mit diesen Extraktions- 
mitteln wurde die Lésung 3 Stunden auf 180° erhitzt und dann wiederum 
mit denselben Extraktionsmitteln ausgezogen. 


In Extrakten haben wir folgende Mengen von Anhydriden: 





Vor der Katalyse | Nach der Katalyse 
Atherextrakt, Kristalle . 
- Sirup 
Essigitherextrakt 
Chloroformextrakt 
Im ganzen ; 10,¢ 


18 % 





Bei der fermentativen Spaltung der Gelatine bilden sich An- 
hydride, hauptsichlich solche, die in Essigiither iibergehen, im ganzen 
7,7°% der angewandten Menge der gespaltenen Gelatine. Nach dem 
Erhitzen im Autoklaven bilden sich noch 10,3°% Anhydride. 

Abiurete fermentative Spaltung fthrt zu einem ,,Fermentolysat*‘, 
welches ziemlich komplizierte Gemenge von Aminosiuren, Anhydriden 
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und Polypeptinen darstellt; diese letzteren werden im Autoklaven 
weiter unter Bildung von einfacheren Peptinen und Aminosauren 
gesprengt. 

Im allgemeinen scheinen Fermentolysat und Katalysat eines 
HiweiBstoffes ahnlich zusammengesetzt. 


Versuch 2. (Casein.) 

a) 50g Casein wurden mit 1 proz. Phosphorsiure 3 Stunden lang 
auf 180° erhitzt. Fast alles ist in Lésung gegangen. Das Katalysat ist 
schwach gelb gefarbt und abiuret; Ninhydrinreaktion fehlt, Millonsche 
Reaktion ist positiv. In Ather gehen gegen 13% des katalysierten Caseins 
iiber; in Essigaéther 9,2°%; in Chloroform 1,4 %%. 

Nach Entfernung von Phosphorsiiure hinterla8t das Katalysat einen 
Sirup, welcher gréBtenteils im Alkohol léslich ist. Etwa 68% ist in 
Alkohol J6éslich. 

Ather, Essigiither, Chloroformextrakte geben keine Reaktionen auf 
Aminoséuren. Der Alkoholextrakt zeigt mit Ninhydrin kirschrote, keine 
violette Farbung. Nur eine einzige Fraktion, nimlich die in Alkohol un- 
lisliche, zeigt charakteristische Ninhydrinreaktion und Blaufiirbung mit 
Cu(OH),. Grob geschitzt haben wir im Katalysat des Caseins héchstens 
nur gegen 10% Aminosauren. 

b) Um die Frage zu beantworten, inwieweit die Dauer der Katalyse 
und die Konzentration der Saéure von Einflu8 sind, haben wir einerseits 
die Katalyse mit 1 proz. Phosphorsiure waihrend einer Stunde und anderer- 
seits mit 4 proz. Phosphorséiure wihrend 10 Stunden vorgenommen. 

Folgende Tabelle zeigt die Ausbeute an einzelnen Extrakten an. 


Dauer der Katalyse. 





1 Stunde 3 Stunden 10 Stunden 
l proz.H,;PO,  1proz.H3PO, | 4 proz. H3PO, 


0 0 lo 


Atherextrakt: 
mymeeme |. ll; 0.3 32 0.8 
cots dit es ae ee ae 6,7 11,0 6,0 
Essig&étherextrakt . . 10,4 9,2 7,2 
Chloroformextrakt . . 2.5 1,4 13 


Im ganzen 19,9 23,8 15,¢ 
Schon bei einstiindiger Katalyse mit 1 proz. Saure ist die Gesamt- 
ausbeute an Anhydriden gegen 20%. Bei dreistiindiger Katalyse wachst 
die Menge der Atherfraktion, vermindert sich aber die Chloroformfraktion; 
die Gesamtausbeute erhéht sich auf 24%. Bei Anwendung von stirkerer 
Saure und laingerer Dauer der Katalyse fallt die Gesamtausbeute auf 15%. 
Wir haben hier also unzweifelhaft eine sekundire Zersetzung der 
entstandenen Anhydride und nicht etwa eine Anhiufung derselben, 
was der Fall wire, wenn die Anhydride selbst sekundir aus Amino- 
siuren durch Siure und Temperaturwirkung entstanden sein kénnten. 
Eine gréBere Ausbeute von Anhydriden kann man durch ,,frak- 
tionierte Katalyse“‘ erreichen, nimlich, wenn man Protein viele Male 


26 * 
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und immer nur kurze Zeit mit schwachen Sauren katalysiert 
jedesmal das Katalysat mit Extraktionsmitteln erschépft. 1D 
Verfahren gedenken wir bei Untersuchungen der Katalysate vers: 
dener Proteine zu benutzen. 


Mm 


c) 50g fermentat iv gespaltenen Caseins wurden in 1 proz. Phos; 
siure gelést und mit Ather, Essigither und Chloroform extrahiert;: 
3 Stunden lang katalysiert und wiederum extrahiert. 

Die Tabelle zeigt die Ausbeute an Anhydriden. 





Ferm. Casein Ferm. Casein | Casein nicht ferm. 
vor Katalyse | nach Katalyse nach Katalyse 


of, 


Atherextrakt: 

Kristalle .... 2,2 
We ioe es : 11 
Essigitherextrakt . : , 9,2 
Chloroformextrakt . 1,4 


Im ganzen k 23,8 


Bei fermentativer Zerlegung des Caseins bilden sich ebenso wic 
bei Saiurekatalyse die Anhydride als Zwischenstufen zwischen héheren 
Polypeptinen und Aminosiuren. Die fermentative Spaltung ist aber 
keine vollstandige, da die nachfolgende Katalyse noch eine neue Menge 
von Anhydriden herausliést. Den Beweis dafiir, da8 die Aminosiuren 


von Anhydriden herstammen, ist in dem Wenigerbetrag der Gesamt- 
ausbeuten nach der Katalyse des fermentierten Caseins im Vergleich 
mit dem Betrage bei fehlender Verdauung zu ersehen. 

Fermentative Spaltung und Saurekatalyse der Eiwei®stoffe sind 
chemische Vorgiinge, welche in gleichem Sinne verlaufen. 
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Uber die Zusammensetzung 
des Blutes bei experimenteller Avitaminose, 


Von 
P. M. Suski. 


(Aus der experimentell-biologischen Abteilung des Pathologischen Instituts 
der Universitat Berlin.) 


(Eingegangen am 15. Februar 1923.) 
Mit 2 Kurven im Text. 


Eine der charakteristischsten pathologisch-anatomischen Erschei- 
nungen bei gewissen Formen der Avitaminose ist die Verainderung am 
Knochenmark. Das Knochenmark wird auffallend zellarm, verwandelt 
sich in sogenanntes ,,helles*’ Mark und man sieht, wie noch jiingst 
Ishido (1) an vitaminfrei ernihrten Ratten im hiesigen Laboratorium 
gezeigt hat, das Mark durchsetzt von groBen Fettzellen. Diese Ver- 
inderungen des Knochenmarks kénnen nicht ohne Riickwirkung auf 
die Blutbeschaffenheit bleiben. In der Tat findet man in Sektions- 
berichten von Menschen oder Tieren, die an einer Avitaminose zugrunde 
gegangen sind, hiufig die Angabe einer auffallenden Aniimie der Weich- 
teile. Ogata (2) und seine Mitarbeiter haben an mit poliertem Reis er- 
nihrten Végeln ebenfalls eine Animie feststellen kénnen. Cramer, Drew 
und Mottram (7)fanden eine Abnahme der Lymphocyte tei Vermehrung 
der polymorphkernigen Elemente. Systematische Untersuchungen tiber 
die Morphologie des Blutes bei avitaminéser Ernihrung liegen sonst 
bisher nicht vor. 

Es war deshalb wiinschenswert, weiteres Material zu dieser Frage 
zu sammeln. Zunichst galt es, in einer fortlaufenden Beobachtungs- 
reihe die Verinderungen zu studieren, die an allen Arten der Blut- 
zellen bei der sich entwickelnden Avitaminose allmihlich hinsichtlich 
Form, Zahl und Mischungsverhiltnis auftreten. Ferner hatte die 


Frage ein gewisses Interesse, ob dasjenige Vitaminquantum, das die 


Stérungen in dem Blutbilde verhiitet, auch geniigt, um den Gewichts- 
sturz aufzuhalten und die nervésen Erscheinungen nicht zum Ausbruch 
kommen zu lassen. 
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Nun spielt ja in das ganze Vitaminproblem bekanntlich aii) 
das Problem der Salzwirkungen hinein. Die bei Versuchen verwanit: 
vitaminfreie Nahrung ist gewéhnlich auch sehr salzarm, und deshial| 
gibt man den Tieren Salzzulagen in Form der sogenannten Salzgemis« ly 
die vor allem aus Kochsalz und auBerdem aus den fiir das Skelet; 
und die Zellen der Weichteile notwendigen besonderen Salzen (Ca, P 
Mg, K, Fe und J) bestehen. 

Zwar wird, wie kiirzlich Hirabayashi (3) im hiesigen Laboratori 
und neuerdings auch amerikanische Autoren dartaten, durch die Salz. 
gemischzulage zur Nahrung aus geschiltem Reis bei Tauben das Lehe 
der Tiere nicht wesentlich verlingert. Aber es ware doch immerhi 
moéglich, daf} der Mangel an gewissen Salzen, abgesehen vom Kochsalz 
einen schadigenden EinfluB auf die Knochenmarksfunktion und iibet 
haupt auf die morphologische Blutbeschaffenheit haben kénnte. 

Wenn es nun gelang, Tauben so weit mit beschriinkten Vitamin. 
zulagen zu ernihren, daf trotzdem der Kérpergewichtssturz und auch 
nervése Erscheinungen in gewissem Umfange auftraten, und wenn man 
diese Tiere nun gleichzeitig salzarm mit Ausnahme des Kochsalzes 
fiitterte, und wenn dann Stérungen im Blutbilde ausblieben, wihrend 
bei Kontrolltieren, die vitaminfrei, aber reichlich mit allen Salzer 
ernihrt wurden, neben K6rpergewichtssturz, schweren nervésen Er- 
scheinungen auch erheblichere Stérungen in der morphologischen Blut- 
beschaffenheit auftraten, dann konnte aus alledem der SchluB gezogen 
werden, dais mit an GewiBheit grenzender Wahrscheinlichkeit nw 
ein sehr erheblicher Vitaminmangel bzw. véllige Vitaminfreiheit de: 
Nahrung die Stérungen im Blutbilde verursacht, und daB eine ver- 
haltnismaBig bescheidene Zufuhr von Vitamin geniigt, um trotz de: 
hochgradigen Armut der Nahrung an Zellsalzen (Ca, P, Mg, K, Fe, J) 
das Blutbild normal zu erhalten. Mit anderen Worten: nur der Vitamin 
mangel und nicht der Mangel an Zellsalz ist dann fiir die pathologisch- 
anatomische Blutbeschaffenheit verantwortlich. Ob der Kérper meh: 
oder weniger Zellsalz erhalt, ware dann hierfiir gleichgiiltig. 

Der Einwand, da® bei dieser ganzen Versuchsanordnung etwa dic 
vitaminfrei ernihrten Tiere zu viel Zellsalze erhielten, und daB dies: 
Salzmengen das Blutbild veraindert haben kénnten, und daB nicht 

der Vitaminmangel an der Blutbildstérung schuld sei, wird dadurch 
widerlegt, daB, wie ich eingangs bemerkte, die Anamie auch bei det 
spontan entstandenen menschlichen Avitaminose beobachtet wird. 

Ich habe noch einen anderen Befund beiliufig bei meinen Ver- 
suchen erhoben, der die Angaben in dem Buche von Funk (4) iiber 
die Entbehrlichkeit des fettléslichen Faktors A fiir die Tauben in 
gewissem Sinne bestitigt. Ich hatte meine vitaminarm ernihrten 
Tauben mit 3g Butter taglich bis zum 40. Versuchstage gefiittert, 
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das waren fiir einen Menschen von 70 kg Kérpergewicht etwa 600 g 
frische Butter tiglich. Die Tauben hatten also sicher geniigend von 
dem fettléslichen Faktor A erhalten, so daB dieser, wenn er bei den 
Tauben iiberhaupt stirker wirksam wire, den Kérpergewichtssturz 
hitte aufhalten miissen. Da aber der Gewichtsverlust trotzdem auftrat, 
so geht daraus hervor, daB fiir den Organismus der Taube der fett- 
lésliche Faktor A nur geringe Bedeutung hat. Ganz bedeutungslos 
ist er aber nicht. Vom 40. Versuchstage an erhielten die vitaminarm 
ernihrten Tiere iiberhaupt keine Butter mehr, ebenso lieB ich in der 
Nahrung der vitaminfrei ernihrten Tiere das Schweineschmalz fort. 
Es zeigte sich nun, da, wie aus der Tabelle I und der Kurve | hervorgeht, 
die Gewichtsabnahme nach dem 40. Versuchstage bei den vitaminfrei 
ernihrten Tieren, soweit sie geniigend lange Lebensdauer hatten, in 
demselben Tempo weiterschritt, in dem die Gewichtsabnahme bisher 
verlief, wihrend bei den vitaminarm ernihrten Tieren der Butterverlust 
sich in einem merklich steiler abfallenden Gewichtssturz ausdriickte. So 
muB man doch wohl anerkennen, daB der fettlésliche Faktor A auch bei 
der Taube nicht ohne EinfluB auf die Korpergewichtsverhaltnisse ist. 
Ferner gab ich jeder der vitaminarm ernihrten Tauben tiglich 
5g frischen Citronensaft. Auf ein Kind von 15 kg berechnet, wiirden 
das 225ccm Saft sein. Auch das ist eine Menge, die ganz gewaltig 
dasjenige Ma iiberschreitet, das man an einer Avitaminose erkrankten 
Kindern an Citronensaft geben mu, um sie gesund zu machen. Auch 
die in dieser enormen Saftmasse enthaltene Vitaminmenge (Faktor A 
und C) geniigte nicht, um Gewichtsverlust und nervése Erscheinungen 
und schlieBlich auch in der Mehrzahl der Fille den Tod der Tauben 
zu verhiiten. Sie verhinderte nur die Entwicklung der Animie. 
Diese quantitativen Betrachtungen beanspruchen deshalb ein 
besonderes Interesse, weil iiber die zur Verhiitung gewisser Krankheits- 
erscheinungen erforderlichen Vitaminmengen nur sehr wenig bekannt 
ist, und weil auch aus meinen Beobachtungen wieder hervorgeht, 
daB das Bediirfnis an Vitamin und besonders an den einzelnen Vitamin- 
faktoren bei verschiedenen Arten (Taube, Maus, Ratte, Hund, Mensch) 
offenbar ein sehr verschiedenes ist. 
Versuche. 
Fiinf Tauben wurden mit vitaminfreier Nahrung gefiittert, die aus 
folgendem Gemisch bestand: 
Geschalter Reis. . .... 9 Teile 
WeizeneiweiB ...... 1 Teil. 
Reis und Eiwei8 wurden vor der Fiitterung eine Stunde lang bei 130° C 
im Autoklaven erhitzt, und dann erhielten die Tiere davon nach Belieben 
zu fressen. AuBerdem wurde jede Taube einmal tiglich gefiittert mit 
Schweineschmalz ....... 3g 
GIO i mvs cot dior BG 
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Das Salzgemisch bestand aus 


ia eR a he aa nak RM Re ear 
i a ee a ae ee 
Magnesiumphcsphat ........4..... Sdg 
ee Ree Pee ee ee mE eee 
Ferrizitrat 


tT > CR ae ne ache emery: 
Jod 0,05 + Joh kali 0,1 als Jodjodkalilésung . . 5g 

Andere fiinf Tauben wurden mit demselben ReiseiweiBgemisc|) jy 
gleicher Weise gefiittert. 

AuBerdem erhielten diese Tauben tiglich einmal: 


Frischen Citronensaft . .. . . 5eem 
ee RSE ON ROL Se 
PMR 6oe hte el Bae a ORS 


Der Citronensaft wurde aus frischer Citrone herausgedriickt und durch 
ein einfaches Stiick Gaze filtriert. Die Fiitterung erfolgte indem man 
mit dem Saft gefiillte Pipette tief in die Speiserdhre einschob, so daB kein 
Saure in die Luftréhre gelangen konnte. Etwa eine halbe Stunde nach! 
wurde die mit Kochsalz gemischte Butter gegeben. 

Zu Anfang der Versuche schien die vitaminfrei ernihrte Taubengru))\ 
viel lebhafter als die andere Gruppe, girrte sehr und fra8 gut. Die vitan 
arm ernihrte Taubengruppe war im Gegenteil viel weniger lebhaft wi 
schwerer zu fiittern. 

Nach 14 Tagen wurde das Verhalten der Tiere gerade umgekelirt 
Die vitaminarm ernihrten Tauben wurden nach und nach lebhafter, und 
die vitaminfrei ernihrten Tiere wurden nach und nach ruhiger, schliefe 
viel und fraBen weniger und weniger. 

Kinigemal geschah es, daB gleich nach der Salzgemisch-Schwein 
schmalzfiitterung das Opistotonussymptom eintrat. Diese Beobachtw 
weiter zu verfolgen, behalte ich mir vor. 


Der Gewichtssturz. 

Diese Gewichtssturztabelle ist nicht sehr zuverlassig, weil, wie Fu) 

(l. ¢.) gezeigt hat, der Mageninhalt viel damit zu tun hat. Im allgemeine: 
sind die Tauben gegen Mittag gewogen worden, und es ist modglich, daB d 
eine oder die andere mehr Futter im Magen hatte. Jedenfalls kann ma) 
aber zum mindesten einen schnelleren Gewichtssturz bei den vitaminfr 
ernihrten Tauben erkennen (Kurve 1). 


Zihlung der roten Blutkérperchen. 


Die Zaihlung in den ersten 14 Tagen zeigte bei beiden Gruppen, da 
die rote Blutkérperchenzahl iiber 4000000 war. Zufiilligerweise fand ic! 
die Zahl bei den vitaminfrei ernaihrten Tauben etwas hoher, als bei de: 
anderen Tieren. In den zweiten 14 Tagen jedoch hatte sich die Anzahl de: 
roten Blutkérperchen bei der vitaminfrei ernihrten Gruppe vermindert 
und in den dritten 14 Tagen war die Zahl noch geringer geworden, wahren« 
sich bei der vitaminfrei ernihrten Gruppe die Zahl sukzessive etwas ver 
mehrt hatte. ‘Bei der vitaminhaltigen Gruppe trat eine Hyperchromimi: 
bei der vitaminfrei ernihrten Gruppe eine Hypochromiamie auf. 





Zu 

Dit 

ernuhrt 

and Tul 

Di 

sich mm 
imu 
Tau 
zeig 
sucl 





Zusammensetzung des Blutes bei experimenteller Avitaminose. 409 


Differentialzthlung der wei8en Blutkérperchen. 

Die Lymphocyten haben sich in 50 Versuchstagen bei den vitaminfrei 
ernihrten Tauben etwas vermindert, wahrend an ihnen gar keine Ver- 
anderung bei den vitaminhaltigen Tauben auftrat (Kurve 2). 

Die polymorphkernigen, neutrophilen und Ubergangsformen haben 
sich in beiden Fallen nicht verandert (Kurve 2). 


Yersucs- —Vitaminfrei ernéhrte Tauben Vitorninarm ernohrte Tavben 
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Kurve 1. Veranderungen in Kérpergewicht. 


Vitornin fre: % Vitorinarm 
ernahrte Touben >, ernahrie Tavben 
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Kurve 2. Veranderungen im Blutbild. 


Die Hamoglobinprozente blieben bei den vitaminarm ernahrten Tauben 
immer ungefihr dieselben, wihrend sie bei den vitaminfrei ernihrten 
Tauben allmihlich gefallen sind. 

Der Sauerstoffgehalt des Blutes, untersucht durch das Spektroskop, 
zeigte bei beiden Gruppen zwei OHb-Streifen, sowohl zu Anfang der Ver- 
suche als bis zuletzt. 
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Tabelle III. 


Differentialzihlung der weiBen Blutkérperchen. 





Wahrend der Wahrend der Wahrend der 
ersten 14 Tage zweiten 14 Tage dritten 14 Tage 
a ia . i+ 
2 “£65 z 3 4a § a b a& y 
> a2 I > ao De ~ a2 tte 
3 o7 | gs 3 of | ge 3 of | gs 
4 ES pe | ES RE 4 Bs RE 
e) 22/52) $/22| $2! 2 | 22) fs 
= I 62 30 8 47 28 | 25 4 40 17 
&3q II 60 15 25 63 12 | 26 50 37 13 
FaS III 64 17 19 66 20 14 —- = =: 
= * 3 IV 61 18 21 54 2% 23 a = ~- 
% oH Vv 65 26 9 — — 57 33 10 
> Durchscbnitt 62,4 23,2 14,4 57 21 | 22 50 37 | 13 
+ @e I 28 32 40 54 20 26 46 17 37 
oo & 2 II 55 33 12 60 30 10 73 19 8 
= Eas Ill 50 35 15 62 28 10 — —_- — 
2G IV 60 22 | 18 | 62 22 16 59 | 36) 5 
7 o Durchschnitt 48,3 30.5 21.2 59,2 25 15.5 59.4 24 16.6 


Versuchsergebnisse. 


1. Im Verlauf der Avitaminose sinkt bei Tauben die Zahl der 
roten Blutkérperchen und der Haimoglobingehalt. Da gleichzeitig auch 
der Farbeindex unter die Norm heruntergeht, handelt es sich also um 
eine hypochrome Andmie. Die Ursache fiir die Hypochromie muB 
wohl in der durch den Vitaminmangel bedingten Eisenassimilations- 
stérung, die Haramaki (5) und Yoshiue (6) im hiesigen Laboratorium 
nachwiesen, gesucht werden. Die Hypochromimie trat bei meinen 
vitaminfrei ernihrten Tauben auf, obschon die Tiere mit dem Salz- 
gemisch besondere Eisenzulagen erhielten. Da bei den mit Vitamin, 
aber ohne Zellsalz und damit ohne besondere Eisenzulage ernahrten 
Tauben der Farbeindex im grofen und ganzen unverandert blieb, ja 
in einzelnen Fillen sich sogar eine Hyperchromdmie neben einer mibigen 
Vermehrung der roten Blutkérperchen entwickelte, so miissen die 
unzureichenden Gesamtvitaminmengen, die diese Tiere erhielten und 
die nicht fiir die Aufrechterhaltung des Kérpergewichts und des Lebens 
geniigten, fiir die Blutbildung und die Hamoglobinproduktion besonders 
giinstig gewesen sein. Nun hat Yoshiue in seiner oben zitierten Arbeit 
gezeigt, daB fiir die Kisenassimilation fast ausschlieBlich der Faktor C 
und B, letzterer aber erst in zweiter Linie, in Frage kommen. Mit 
dem Citronensaft aber erhielten meine Tauben den Faktor C in reich- 
licher Menge. So zeigen auch meine Versuche aufs neue die Bedeutung 
der Vitamine und besonders der Faktoren C und B fiir die Verwertung 
des Eisens im Ko6rper und speziell fiir die Hamoglobinerzeugung. 
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2. Die Salze (Ca, P, Mg, K, Fe, J) kénnen an sich die dur 
Vitaminmangel erzeugte Blutkrankheit nicht verhindern; im Geo 
selbst ihr Mangel in der Nahrung la8t bei geniigender Vitamindarrei 
(Faktor C) keine Stérung im Blutbilde aufkommen, ja es kann 
eine verstarkte Produktion von Blutzellen und Hiamoglobin trot 
Salzmangels und speziell auch der Eisenarmut der Nahrung auft: 
3. Im Verlauf der Avitaminose sinkt die Zahl der Lymphox 
es steigt aber die Zahl der polymorphkernigen Leukocyten an. 
iibrigen Leukocytenarten zeigen keine Veranderungen in ihrer 7/ 
(Bei den vitaminhaltig, aber zellsalzarm ernaihrten Tieren trat, im Geve 
satz zu den vitaminfrei ernihrten Tieren, nur eine Vermehrung (de 
Lymphocyten ein, wihrend alle Formen der Leukocyten unveran«er 
blieben.) Der Grund fiir die Abnahme der Lymphocyten kann \ oh) Aus de 
in der die Avitaminose allgemein begleitenden hypoplastischen Stéruny °° 
gesucht werden. Eine Ursache fiir die Vermehrung der polymorph. 
kernigen Leukocyten kann ich nicht angeben; méglich ist ja, dal es 
sich hier um eine Reaktionserscheinung handelt, da ja im Verlau! 
der Avitaminose auch toxische intermediire Stoffwechselprodukte alle: 
Wahrscheinlichkeit nach gebildet werden. Be 
4. Kin bestimmtes Vitaminquantum kann geniigen, um eine be- als Zw 
stimmte Funktion des Kérpers normal zu erhalten, wahrend es {ii Salze (- 
die Aufrechterhaltung anderer Funktionen insuffizient sein kann. aus ihr 
Kristal 
Literatur. enthalt 
1) Jshido, diese Zeitschr. 1923. — 2) Ogata, Rawakita, Sudzuki, Rayo- gelen ( 
shima, Uber die Krankheit der Végel bei vitamin-B-armer Erniahrung taten, 
(Japanisch.) Nach einem Referat zitiert. — 3) Hirabayashi, nach den 
Manuskript zitiert. — 4) Funk, Die Vitamine, 2. Aufl. 1922. — 5) Haramaki, 
Vitamine und EiweiBstoffwechsel beim Erwachsenen. Diese Zeitschr. 134 
H. 1—4. — 6) Yoshiue, Uber die Bedeutung der verschiedenen Vitamin soll ti 
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Uber Gele des Chinins und seiner Derivate. 


Von 
P. Rona, E. Schmerl und H. Zocher. 


Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir physikalische Chemie und Elektro- 
chemie Berlin-Dahlem und der Chemischen Abteilung des Pathologischen 
Instituts der Universitat Berlin.) 


(Eingegangen am 15. Februar 1923.) 


Mit 3 Abbildungen im Text. 


Bei einer Reihe kristallisierender, organischer Stoffe ist seit langerem 
als Zwischenstufe der Gelzustand bekannt. So bilden harnsaure 
Salze (1, 2), namentlich die des harnsauren Lithiums, beim Abkiihlen 
aus ihrer wasserigen Lésung feste Gallerten, die sich allmahlich in einen 
Kristallbrei verwandeln. Uber die Gestalt und Formart der in Gelen 
enthaltenen Micellen liegen nur spirliche Angaben vor. In Seifen- 
gelen (3) wurde die Bildung zahlreicher Faden beobachtet. Bei Palmi- 
taten, Stearaten und Oleaten fanden sich faserférmige Teilchen. Die 
Verinderungen, die ein Kaliumstearatkoagel im Laufe der Zeit erfihrt, 
lassen schlieBlich unverkennbare Kristallchen entstehen. Im folgenden 
soll tiber Bildung und Eigenschaften der Chiningele (oder genauer 
der Gele salzartiger Verbindungen verschiedener Chininderivate) be- 
richtet werden und dabei die Struktur der Gele besondere Beriick- 
sichtigung erfahren. 

Rona (4) und Takata haben zuerst die Gele des Chinins und 
Eucupins bzw. ihrer Salze beschrieben. Diese Versuche wurden nun 
erweitert und durch ein weiteres Beispiel, das Optochingel, erginzt. 


1. Die Darstellung der Gele. 
a) Das Chininphosphatgel. 

Gibt man im Reagenzglas zu 1 cem einer 2 proz. Chininhydrochlor- 
lésung 1cem eines Puffergemisches einer einfach normalen Lésung von 
primarem-sekundirem Natriumphosphat = 1: 1 (py = 6,7) bei Zimmer- 
temperatur, so tritt innerhalb weniger Sekunden unter bliaulich-milchiger 
Triibung der Fliissigkeit Gelbildung ein. Etwas spater folgen Kristall- 
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keime, und nach etwa 15 Minuten ist die Auskristallisation unte1 
fliissigung der ganzen Masse beendet. Verwendet man statt der 2 
eine 1 proz. Chininlédsung oder erniedrigt man die Konzentration 
Puffergemisches z. B. auf ¥-normal, so ist der Gelzustand unbestiin: 

Die Gelbildung geht langsamer vor sich, die Auskristallisation da, 

ist beschleunigt. Variiert man die H’-Konzentration nach der sauren > 
hin, so bleibt die Gelbildung fast ganz aus, und auch bei Anderun; 
H’-Konzentration der basischen Seite zu nimmt die Gelbildung schne! 
Ebensowenig kommt es zur Gelbildung, wenn statt des Phosphatgemi 

ein Acetatgemisch mit gleichem p, Verwendung findet. Auch ai 
Puffer mit variiertem p, lassen keine Gelbildung auftreten. Werden 
Versuche zur Geldarstellung im Wasserbad bei einer Temperatur von « 
80° angestellt, so kommt es zu einer beschleunigten Auskristallisatioy. 
ohne daB die Gelzwischenstufe auftritt. Umgekehrt wird die Krist 
bildung bei ungefihr — 2° deutlich verzégert. Der Gelzustand ist 
stiindiger. Es scheint also die Gelbildung abzuhingen: von der Konze 
tration des Chinins, von der Art des Puffergemisches und seiner Konz+ 
tration, von der H-Konzentration und von der Temperatur. Die ( 
bestindigkeit scheint in gewissen Grenzen und bei einem bestimmten ),, 
mit der Konzentration des Chinins und des Puffers und umgekehrt 111 
der Temperatur zu wachsen. Struktur und optisches Verhalten des Chinin- 
gels sollen im Zusammenhang mit den Gelen des Optochins und Eucupins 
besprochen werden. Hier mége ein tabellarischer Uberblick iiber die Ve: 
suche folgen: 





Nr. : Beobachtung 


1 Teil Chinn, 2% Sofortige Gelbildung unter starker 


/0 

1 Teil Puffer. n/l Na-Phosphat milchig-blaulicher Triibung der 
prim.: sek. 1:1 Fliissigkeit. Nach etwa 3 Mi. 
ae ee eee 6,7 nuten Auftreten feiner Kristal! 
Temperatur . 19°C keime. Nach weiteren 10 Minuten 
Auskristallisation des  ganzen 
Gels. Beim leichten Schiitteln 

Verfliissigung. 


Pr 





Nr. : Beobachtung 


1 Teil Chinin . % Nach etwa 1 Minute allmahlich 

1 Teil Puffer.  n/l Na-Phosphat zunehmende Gelbildung unter 

prim. — sek. 1:1 milchig-blaulicher Triibung der 

Se: oe aeA Fliissigkeit. , Schnell folgende 

Temperatur . 19°C Auskristallisation und Ver 
fliissigung. 





Nr. \ Beobachtung 


1 Teil Chinin. | 1% Schwache Gelbildung. Schne'! 
1 Teil Puffer . | n/2 Na-Phosphat folgende Auskristallisation. 
prim. — sek. 1:1 
° . | 6,7 


Da. ‘er ae 
Temperatur . 19°C 


Dp 


Temper 


—_—_—_——_— 
N 


l Teil ( 
1 Teil J 


Pu ° . 
Temper 


1 Teil 
1 Teil - 


PH: : 
Tempe! 
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Nr. 


| Teil Chinin , 
1 Teil Puffer . 


PH e . . . . 
Temperatur 


l Oo 

Oo 

n/l Na-Phosphat 
prim. — sek. 2:1 

6,4 

19°C 


Beobachtung 


Auftreter feiner Kristalle.  All- 
miahlich schwache Gelbildung. 





Nr. 


| Teil Chinin . 
| Teil Puffer . 


Sa + fo We fe 
Temperatur 


l % 
n/l Na-Phosphat 
prim. — sek.1:10 


isé 


19°C 


Beobachtung 


Schnell voriibergehende  Gelbil- 
dung. Rasches Auftreten der 
Kristalle. 





Nr. 


| Teil Chinin , 
| Teil Puffer . 


Pu o wh iice 3% 
Temperatur 


1 % 

n/1 Essigsaure: 
Na-Acetat 1:100 

6,7 


19°C 


Beobachtung 


Klare Fliissigkeit. 





Nr. 


1 Teil Chinin . 
1 Teil Puffer . 


|) LARS ae 
Temperatur 


2% 
/ 
n/50 Weinsaure : n/2 
weinsaures Na 1:1 
4,4 
19°C 


Beobachtung 


Klare Fliissigkeit. 





Nr. 


1 Teil Chinin . 
1 Teil Puffer . 


PH ee eee 
Temperatur 


o/ 
/0 
n/1 Na-Phosphat 
prim. — sek. 1:1 
6,7 
etwa 80°C 


Beobachtung 


Keine Gelbildung. Schnelles Auf- 
treten von Kristallen. 





Nr. 


1 Teil Chinin . 
1 Teil Puffer . 


le Snes he eee 
Temperatur 


9 0/ 

wate i. 

n/1 Na-Phosphat 
prim. — sek. 1:1 

6,7 

etwa —2°C 


Beobachtung 


Allmiahliche Gelbildung. Im Laufe 
von etwa 40 Minuten Aus- 
kristallisation. 
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b) Das Eucupinacetatgel. 
Die Beschreibung des Eucupingels und seiner Darstellung 
bereits in der Arbeit von Rona und Takata enthalten’). 
Die Abhangigkeit der Entstehung dieses Gels von der H’-Konz:n. 
tration und der Konzentration des Eucupinsalzes zeigen Vers 


in denen das Eucupin wie der py variiert werden. Ebenso labt 


der EinfluB des Anions erkennen. Wird an Stelle des Acetatgemisc|)os 
ein Phosphat- oder Lactatgemisch benutzt, so fehlt jegliche Gallert. 
bildung. Beziiglich der zeitlichen Verhiltnisse machen sich gleiche 
Einfliisse wie bei dem Chiningel geltend. Es scheint auch hier (ie 
Gelbestandigkeit von der H’-Konzentration, der Konzentration des 
Eucupins bzw. Eucupinsalzes und der Konzentration des Puffer- 
gemisches abzuhangen. Wird das Eucupin und das Acetat bei héherer 
Temperatur, z. B. bei 60°, zusammengegeben, so bleibt der fliissige 
Zustand laingere Zeit bestehen. Der Vorgang der Gelbildung laBt sich 
weiter durch Messungen der Viskosititszunahme, der Oberflachen- 
spannungsinderung und der Leitfaihigkeit verfolgen*). Entstehung 
des Eucupingels und seine Verfliissigung sind reversible Vorgiing: 
Wird eine Eucupingallerte vorsichtig im Wasserbade erwirmt, so tritt 
langsam Verfliissigung ein unter dicht weiBer Triibung des Gels. Bei 
etwa 55° ist das Gel restlos verfliissigt. Beim Abkiihlen wird jetzt 
die Gallerte viel durchsichtiger, als sie es vorher war. Erwarmen des 
Chinin- oder des Optochingels dagegen beschleunigt die Auskristalli- 
sation. Struktur und optisches Verhalten des Eucupingels sollen be- 
sonders besprochen werden. 

Es stellte sich wahrend der Versuche heraus, daB das Eucupin auch 
mit dem Na-Acetat allein ein Gel bildet. Es lag nahe, weitere Chinin 


derivate auf die Fahigkeit der Gelbildung bei Zugabe bestimmter Salze 
zu untersuchen. Es gelang das Optochinsulfat im Gelzustande darzustellen. 


c) Das Optochinsulfatgel. 


Gibt man im Reagenzglase zu 1 ccm einer 5 proz. Optochinbihydro 
chlorlésung Iecem %n Na-Sulfat bei Zimmertemperatur, so entsteht 
sofort ein festes, weiBes Gel. Bei Verwendung etwas niederer Salz- oder 
Optochinkonzentrationen tritt die Gelbildung langsamer ein. Das Optochin 
gel ist bestandiger als das Chiningel, weniger bestandig als das Gel des 
Eucupins. Die Auskristallisation tritt mehrere Stunden oder noch spater 
nach Herstellung des Gels auf. Hier ist eine Bemerkung naheliegend. 
Betrachtet man die Strukturformeln des Chinins, Methylhydrocuprein, 
des Optochins, Athylhydrocuprein, und des Eucupins, Isoamylhydro- 


1) Anmerkung: In der Arbeit von Rona und Takata wurde (auf 8. 95, 
Zeile 6 von unten) eine 0,5 proz. Eucupinlésung benutzt und nicht wie 
es dort infolge eines Druckfehlers heiBt 0,05 proz. Eucupinlésung. 

*) "1. ¢. 
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iprein, so fallt auf, daB die Gelbestandigkeit mit der Liinge der Seiten- 
tten in den Formeln wiichst oder umgekehrt, daB die Kristallisations- 
geschwindigkeit mit der Kiirze der Seitenketten zunimmt. Das Vuzin 
lsoctvlhydrocuprein), das eine noch langere Seitenkette besitzt, lieB sich 
hisher bei Zusatz verschiedener Salze nicht im Gelzustande darstellen, 
sondern blieb z. B. bei Zugabe von Na-Nitrat in milchigtriibem, fliissigem 
Zustande. Ob aber Zusammenhinge zwischen Kristallisationsgeschwindig- 
keit und Konstitution bestehen, kann an dieser Stelle nicht entschieden 
werden, Gibt man zum Optochin statt des Sulfats ein Puffergemisch, z. B. 
1/1 Na-Phosphat, primiires sekundiires L: 1, so kommt es nicht zu einem 
festen Gel. Es entsteht ein milchig-weiBer Niederschlag, in dem sich mikro- 
skopisch feine Kristaéllchen von einer zarten Gallerte umbhiillt erkennen 
assen. Dab dureh Erwiirmen des Optochingels die Auskristallisation 
beschleunigt wird, wurde bereits erwihnt. Struktur und optisches Ver- 
alten des Optochingels sollen weiter unten beschrieben werden. 


Hier sei eine Tabelle zur Geldarstellung gegeben: 





Nr. ; Beobachtung 


oO 
1 Teil Salz . . n/2 Na-Sulfat 24 Stunden keine Veranderung. 
Temperatur . || Zimmertemperatur 


1 Teil Optochin 8% Sofort festes, weiBes Gel. Nach 





Nr. ’ Beobachtung 


1 Teil Optochin |) 5% Nach einigen Minuten milchig- 
| Teil Salz . . || n/4 Na-Sulfat blaues Gel. Nach 24 Stunden 
Temperatur . | Zimmertemperatur || einzelne Kristalle. 





Nr. . Beobachtung 


| Teil Optochin 4 Helle blauliche Gallerte. Nach 
1 Teil Salz . . || n/2 Na-Sulfat einigen Stunden Auftreten von 
Yemperatur . || Zimmertemperatur || Kristallen. 





Nr. . Beobachtung 


1 Teil Optochin 4% BlauweiBer, zusammenhiangender 
1 Teil Puffer . = n/l Na-Phosphat Niederschlag. 
prim. — sek. 1:1 
SZ eee | tee 
Temperatur . Zimmertemperatur 


2. Beobachtungen iiber die Entstehung und den Bau der Gele. 


a) Das Eucupinacetatgel. 


Vermischt man im Reagenzglas gleiche Teile einer | proz. Eucupin- 
léisung und einer n/l Natriumacetatlésung bei Zimmertemperatur, so 
erhalt man zuniachst eine weibe, milchig tribe Fliissigkeit.. Bald jedoch 
wandelt sich diese — indem sie sich wieder aufhellt — in eine ziemlich 
steife Gallerte um, und zwar erfolgte dieses Klarwerden in unseren 
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Versuchen regelmaBig von unten nach oben. Das Gel wiichst, inden 
es die weiBbtriibe Fliissigkeit zu verdriingen scheint. Eine schwacl 
Triibung bleibt auch dann noch bestehen, die offenbar durch 
feinteiligere Partikeln hervorgerufen ist als die zuerst entstehende sta 
Triibung. Im Gegensatz zu der weiben Farbe derselben erscheint 
nimlich blaugrau im auffallenden und gelbbraun im durchfallen 
Lichte. Konzentriert man mittels einer Linse das Licht auf die Galle 
so sieht man einen sehr kraftigen Tyndallkegel. Mit einem Nicol s: 
Prisma ist leicht die fast véllige Polarisation des unter 90° von ih 
ausgehenden Lichtes festzustellen, wiederum ein Zeichen fiir die Fein}: 
der abbeugenden Teilchen. 

<ntnimmt man dem Reagenzglase mit Hilfe eines Glasstabes ei), 
Probe der Gallerte und bringt sie auf einen Objekttrager, so bemerk: 
man, zumal beim Auflegen und Andriicken des Deckglases, wie dur 
die mechanische Beanspruchung leicht dauernde Deformationen unt. 
Austritt von Fliissigkeit hervorgebracht werden. Bei schwacher Ve 
gréBerung schon erkennt man das bereits von Rona und Takata (4 
beschriebene Bild. In die ausgetretene Fliissigkeit eingebettet, unte: 
scheiden sich die Gallertteilchen nur schwach von dieser. Sie haben 
also einen nicht viel héheren Brechungskoeffizienten. Deutlich heben 
sich nur die zahlreichen, langlichen und breiteren Blattchen ab. Das 
Bild ist genau das gleiche wie das von Lithiumuratgallerten (5). Zwischen 
gekreuzten Nicols zeigen diese weichen Bander eine recht kraftiy: 
Doppelbrechung, deren Vorzeichen unter Zuhilfenahme des Gip- 
plattchens vom Rot erster Ordnung leicht als positiv zu erkennen ist 
d. h. der mit seinem elektrischen Vektor parallel zur Liangsrichtung 
schwingende Strahl wird stirker gebrochen als der senkrecht daz. 
schwingende. 

Bringt man auf einen Objekttriger neben den Tropfen eine: 
Eucupinlésung den einer Acetatlésung und betrachtet sofort nach dem 
Vermischen, so sieht man bei starkerer Vergréferung ein Gewimme'! 
feinster Teilchen. Der bei starkster VergréBerung deutlichen Kugel 
gestalt zufolge sind es wahrscheinlich Trépfchen. Sie zeigen, je nach 
ihrer GréBe, eine mehr oder minder lebhafte Brownsche Molekular- 
bewegung, die zum mindesten in einem starken Zittern auf der dure) 
gréBere Strémungen verursachten Bahn besteht. Diese Strémungen 
héren kaum auf, bevor — meist an mehreren Stellen des Gesichts 
feldes gleichzeitig — helle, klare Flecken in dem sehr triiben Prapara' 
entstehen. Mit zunichst groBer Geschwindigkeit breiten sich dies 
Flecken ziemlich kreisférmig nach allen Seiten aus, solange Platz daz. 
vorhanden ist. An den klar gewordenen Stellen sind die Trépfche 
verschwunden, nur ganz schwache UngleichmaBigkeiten verraten div 
Gegenwart einer zweiten Substanzphase. Das villige Fehlen de: 
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Brownschen Molekularbewegung an den vereinzelten, winzigen Uber- 
resten der vorher bewegten Teilchen zeigt, daB es sich um Gallertgebiete 
handelt. Besonders auffallend ist das Verhalten der Troépfchen wahrend 
der Entstehung dieser Gallertkugeln. Sie eilen namlich mit grober 
Geschwindigkeit auf das ihnen niachste klargewordene Gebiet zu, 
verlangsamen an dessen Rande ihre Brownsche Molekularbewegung 
uid ihre Bewegung auf das Zentrum zu immer mehr, werden dabei 
kleiner und kleiner, bleiben stecken und verschwinden schlieBlich voll- 
stindig. Zuweilen auch verschwinden sie nicht restlos, und es bleiben 
dann winzige schwarze Piinktchen zuriick, die vielfach Kreise um die 
Zentren als Mittelpunkte bilden. Die Auflésung der Trépfchen erfolgt 
offenbar dadurch, das eine stabilere, schwerer lésliche Phase als 
disperse Phase des Gels zur Abscheidung gelangt und dadurch die 
Konzentration der AuBenlésung herabgesetzt wird. Wahrscheinlich 
werden Trépfchen von einer konzentrierten Lésung von Eucupinacetat 
gebildet, die mit der verdiinnten nicht mischbar ist, ein Fall, wie er 
z. B. beim Phenol-Wassergemisch bekannt ist. Auf die zentripetale 
Bewegung der Teilchen soll weiter unten noch einmal eingegangen 
werden. Die Ausdehnung der einzelnen Gallertteile nimmt solange 
zi, bis sie — sich gegenseitig zu unregelmaBigen Polygonen be- 
grenzend — das ganze Gesichtsfeld erfiillen. Die trennenden Grenz- 
vebiete erscheinen dann als helle, véllig klare Streifen. 

Beleuchtet man ein derart entstandenes Praparat recht stark und 
zicht die Irisblende des Kondensors so weit als méglich zusammen, 
so sieht man die Mitten der zuvor kreisférmig gewachsenen Gebiete 
durch dunkle Kerne markiert. Ganz zart sieht man von ilnen radial 
ausgehende Strahlen. Die noch vorhandene schwache Triibheit der 
Gallerte ist in der Nahe der dunklen Kerne am stiarksten. Man hat 
den Eindruck, es handle sich um sphirolithisch gebaute Drusen auBerst 
feiner Kristallchen, um Drusen, die sich von den eigentlichen Sphiro- 
lithen dadurch unterscheiden, daB sie nicht massiv sind, sondern viel- 
mehr zum gr6Bten Teil aus eingeschlossener Fliissigkeit bestehen. 
Dabei sind die Nadelchen so fein, da® sie tiberhaupt nicht oder nur zu 
einem ganz geringen Bruchteil direkt mikroskopisch zu erkennen sind. 
Auch die eben erwahnten ,,Strahlen** sind wohl noch Aggregate davon 
baw. kommen durch ihre mehr oder minder dichte Lagerung zustande. 

Hat man das Priparat nicht mit einem Deckglase bedeckt und 
trocknet es demzufolge ein, so treten die Grenzgebiete als immer heller 
leuchtende Streifen immer stirker hervor. Auch die radialstrahlige 
Faserung wird gréber und deutlicher. Offenbar handelt es sich bei 
diesen Verinderungen hauptsichlich um Wirkungen der sich immer 
starker kriimmenden Oberfliche, die den verschiedenen Gallertteilen 
verschiedene Linsenwirkungen erteilt. Eine soleche Kriimmung der 


27* 
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Oberflaiche scheint auch ohne Eintrocknung sofort bei der Gal 
bildung zu entstehen. 

Das Bild, das man beim Herstellen der Gallerte unter Dun 
feldbeleuchtung (mit dem Paraboloidkondensor) erhalt, ist sozusace 


das Negativ des im Hellfeld beobachteten. Die Trépfchen erscheijey 
hier als sehr helle Kiigelchen auf dunklem Hintergrund. Ihre Beweg)i;)y 
ist noch besser zu beobachten als zuvor. Die Mitten der Gelbildung 


erscheinen als helle Flecken, deren Helligkeit nach auBen abnim: 
Die Grenzgebiete erscheinen als dunkle Streifen. Die Radialstruk 
ist nicht immer deutlich. Ist sie aber vorhanden, so erweist sie sic|) 
als nicht streng radial. Es finden vielfach Verastelungen statt, wolv 
neue Teilzentren entstehen und das ganze Einzelfeld) mehr ein 
biischelige oder biumchenférmige Struktur erhilt. In manchen Faille 
wird die Radialstruktur nur deutlich durch einzelne kleine Fasery 
die — die dunklen Zwischenriume durchquerend — die benachbart« 
Felder miteinander verbinden. Betrachtet man eine solche Faser durcl: 
ein Nicolsches Prisma, so erscheint sie dunkel, wenn sie senkrecht 21) 
der vom Nicol hindurchgelassenen Schwingungsrichtung steht, hel 
nach einer Drehung von 90°. Mu eine optisch isotrope Nadel bereits 
ein solches Verhalten zeigen, so hat man es von einer optisch positiven 
a fortiori zu erwarten, und da es sich sicherlich um solche positi\ 
doppelbrechenden Niidelchen handelt, geht aus den weiter unten be 
schriebenen Beobachtungen hervor. Die Untersuchung mit dem 
Cardioidultramikroskop brachte nichts Neues. Es gelang iibrigens 
nicht, den Emulsionszustand in der Quarzkammer sichtbar zu machen 
Wahrscheinlich ist die Zeit, die die Herstellung des Priparats erfordert 
zu groB, um ihn vor der (in der kapillaren Schicht vielleicht noch 
beschleunigten) Gelbildung beobachten zu kénnen. 

Zwischen gekreuzten Nicols erkennt man in den auf dem Objekt 
trager hergestellten, diinnen Gelschichten nur bei kraftiger Beleuchtung 
wesentliche Strukturen. Neben der sehr schwachen, allgemeinen Auf. 
hellung, die vermutlich durch diffus zerstreutes Licht hervorgebracht 
wird, und einigen helleren UnregelmaBigkeiten bemerkt man um di: 
Stellen, an denen im gewohnlichen Lichte bei enger Blende die dunklen 
Kerne zu sehen waren, nicht sehr groBe, schwach aufgehellte Gebiet« 
mit einem dunklen Kreuz parallel zu den Schwingungsrichtungen des 
durch die Nicols hindurchtretenden Lichtes. Diese Kreuze verandern 
natirlich beim Drehen des Objekttisches ihre Richtung in bezug aut 
das Mikroskop nicht, bzw. sie scheinen sich in dem Priaparat zu drehen 
Die Doppelbrechung ist meist so schwach, da man mit dem Gips 
Rot I gerade noch deutlich die violette Additions- und kaum noch di: 
gelbrote Subtraktionsfarbe sehen kann. Die Lage dieser Farben (de1 
rechte obere und der linke untere Quadrant sind violett, die beiden 
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anderen gelbrot) zeigt, daB die Radien sich wie optisch positive Kristall- 
nadeln verhalten. 

Fiihrt man in ein solches Praparat unter dem Mikroskop eine 
Nadel ein, so sieht man, da die inneren Teile der einzelnen Gallert- 
kliimpchen am festesten sind. Die Gallerte zerreiBt hauptsichlich 
lings der Trennungsstreifen. Beim Zusammenschieben werden auch 
wieder die aiuBeren Teile deformiert. Sie werden anscheinend in sich 
zusammengeschoben, wulsten sich dabei auf und erhalten scharfe, sich 
stark abhebende Konturen. Sie sehen nunmehr wie weiche gebogene 
Blatter oder Binder aus und diirften den Urtyp der von Rona und 
Takata und hier weiter oben bereits beschriebenen Gebilde in den 
stark deformierten Gelen sein, wie sie auch in den entsprechenden 
Lithiumuratgallerten auftreten. Da die Gallerten des Optochinsulfats 
dem Wesen nach die gleichen Strukturen zeigen, dabei aber gréber 
und leichter erkennbar sind, haben wir diese zu den unten wieder- 
gegebenen Abbildungen benutzt. 

Erwiirmt man ein im Reagenzglase befindliches Gel von Eucupin- 
acetat im Wasserbade auf etwa 50 bis 55°, so wird es weiB und undurch- 
sichtig und lést sich gleichzeitig langsam bis auf einen Rest einer weiben 
Masse auf. Diese erweist sich unter dem Mikroskop als undurchsichtig, 
nicht doppelbrechend, wohl amorph. Wird das Gel durch vorsichtiges 
Erwirmen zum zweitenmal verfliissigt, so bildet es beim Erkalten 
eine fast wasserklare Gallerte. Die in ihr unter dem Mikroskop sicht- 
baren bandférmigen Gebilde erscheinen weniger zahlreich, aber wesent- 
lich linger. Bei weiterer Wiederholung des Erwiirmens und Abkiihlens 
erhailt man schlieBlich tiberhaupt kein Gel mehr. Wahrscheinlich 
wird jedesmal ein Teil des Eucupinacetats in der Form jener weifen 
Masse aus der Lésung entfernt, wodurch die Konzentration schlieBlich 
zu gering wird. Als Salz einer schwachen Base und schwachen Siiure 
diirfte das Eucupinacetat in wiisseriger Lésung ziemlich weitgehend 


hydrolysiert sein. Durch Temperatursteigerung wird diese Spaltung 


im allgemeinen noch verstirkt. Es liB®t sich daher vermuten, dab 
die weiBe Masse aus freier Base bzw. basischem Salz besteht. Weniger 
wahrscheinlich ist die Annahme, dais die abgeschiedene Masse nicht 
ein Zersetzungsprodukt, sondern eine stabilere Modifikation darstellt. 

Stellt man das Gel aus Essigsiure-Natriumacetatgemisch (1: 1) 
und Il proz. Eucupinchlorid her, so erfolgt die Gelbildung, ohne dab 
die opake Emulsion aufgetreten wire. Hierbei entstand bei unseren 
Versuchen das Gel regelmaBig von oben her. Dies liegt ebenso wie die 
regelmaiBig von unten her eintretende Aufklarung im Falle der Her- 
stellung aus neutraler Acetatlésung vermutlich an geringen Konzen- 
trationsunterschieden infolge von nicht ganz gleichmaiBiger Durch- 
mischung. Die Tatsache, da hier die Emulsionsbildung ausbleibt, 
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kénnte vermuten lassen, dab die Abscheidung mit der Hydrol, 
zusammenhinge, das es sich also um Hydroxyd oder basisches | 
bzw. Lésungen davon handle. Da es aber die gleiche Abscheid 
wie beim Erwiirmen ist, ist nicht anzunehmen. Der Bau des Gels 
entsprechend dem mikroskopischen Bilde der gleiche wie bei der ers 
Herstellungsart. Beim Erwarmen verfliissigt es sich restlos, was 
Kinklang mit der Annahme steht, daB die oben erwihnte Abscheidu 
beim Erwirmen durch Hydrolyse zustande kommt. 


Wird das Gel mit schwicheren Eucupinlésungen hergestellt (44 bis 


1/.%), so erscheinen die Blittchen immer weniger zahlreich und das Gel 
wird immer klarer. 
b) Das Optochinsulfatgel. 

Dieses Gel erhalt man am besten aus gleichen Teilen einer 5 proz 
Optochinchloridlésung und einer n/25 Natriumsulfatlésung. Makro- 
skopisch verhilt es sich dem Eucupinacetatgel aihnlich. Die Farbe 
im auffallenden Lichte ist milchig graublau, im durchfallenden gelblich- 
braun. Auch mikroskopisch zeigt es unmittelbar nach seiner Her- 
stellung ein den Eucupingel aihnliches Bild. Nur weisen viele der radial- 
strahlig gebauten Sphirolithdrusen mit den ebenfalls optisch positiven 


Abb. 1. Abb, 2. 


Xadien konzentrisch schaligen oder meistens einen sonderbarerweise 
spiraligen Aufbau. Abb. 1 zeigt die Aufnahme eines derartig spiralig 
gebauten Sphariten. Die Bildung dieser Formen erscheint noch ziemlich 
ritselhaft. Sie sind in vielen Priiparaten so haufig, daB das ganze 
Gesichtsfeld aussieht wie best mit einer Unzahl winziger Ammoniten. 
Noch zahlreicher sind diese Sphirolithe bei Benutzung einer n/2 Natrium- 
sulfatlésung. Bei Dunkelfeldbeleuchtung sieht man ahnlich wie beim 
Eucupinacetat hellere kugelige Gebilde in einer dunkleren Grundmasse. 
den Sphirolithen entsprechend. Das Auftreten faseriger Teilchen ist 
hier noch haufiger. 
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Zuweilen tritt auch beim Optochinsulfat zunichst eine zweite 
flissige Phase auf. Der Verlauf der Umwandlung in das Gel, insbe- 
sondere auch die Bewegungen der Trépfchen, ist im allgemeinen der 
gleiche wie beim Eucupinacetat. Nur ist hier auBber dem Verschwinden 
der an ein Gelgebiet gewanderten Trépfchen Ofters eine Anlagerung 
und dann eine starke Vergr6éBerung derselben unter gleichzeitigem 
Verblassen der Umrisse zu beobachten. Die Gelbildung kann also 
nicht nur unter Auflésung der fliissigen Phase, sondern auch unter 
Ubergreifen des Kristallisationsprozesses auf diese erfolgen. Abb. 2 
stellt die Mikrophotographie einer auf dem Objekttriger hergestellten 
Gallerte von Optochinsulfat bei enger Blende und intensiver Beleuchtung 
dar. Von links unten her ist P 
eine Nadel in das Praparat ein- 
gefiihrt worden. Man sieht deut- 
lich, wie die Gallerte entlang der 
Trennungslinien zerrissen ist. In- 
folge der — bei der langen Expo- 
sitionsdauer unvermeidlichen 
Kintrocknung des wegen der 
Kinfithrung der Nadel nicht zu 
bedeckenden Priiparats sind zwar 
die urspriinglichen Strukturen 
(die dunklen Kerne, die ungefihr 
radialstrahligen Polygone und 
die hellen Trennungsstreifen) sehr 
stark zum Vorschein gekommen. 

Dagegen heben sich die scharfen 

Begrenzungen der zusammengeschobenen Teile kaum noch ab. Abb. 3 
zeigt genau die gleiche Stelle des Priiparats zwischen gekreuzten Nicols. 
Hier sieht man die Aufhellung mit den dunklen Kreuzen um die Kerne 
herum und vor allem die jetzt durch ihre Helligkeit sich stark ab- 
hebenden Lamellen, welche durch Kompression entstanden sind. 
Letztere liegen stets zwischen je zwei Feldern. P und A geben die 
Schwingungsrichtungen von Polarisator und Analysator an. 

Die Haltbarkeit der Optochinsulfatgallerten ist wesentlich geringer 
als die der Eucupinacetatgallerten. Bereits nach kurzer Zeit scheiden 
sich groBe Kristalle ab, die meist ficherférmig zusammengelagert 
sind. Wird das Gel mittels einer Nadel mechanisch gestért, so erfolgt 
die Kristallbildung an diesen Stellen besonders rasch. 

Gibt man zu einer 2 proz. Optochinlésung n/1l Natriumphosphat 


(primiir : sekundiir = 1:1), so erfolgt eine Ausflockung. Unter dem 
Mikroskop sieht man Sphirolithe mit schwach positiv doppelbrechenden 


Radien in einer ganz zarten Callerte. 
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c) Das Chininphosphatgel. 

Dieses Gel erhalt man am besten aus gleichen Teilen einer 2p: 
Chininchloridlésung und n/l Natriumphosphat  (primir : sekun 

1:1). Sein Aussehen ist das gleiche wie das der beiden ande: 
Gallerten. Es entsteht auBerordentlich rasch. Unter dem Mikrosko 
sieht man zwischen gekreuzten Nicols kleine, lichtschwache Sphirolit 
strukturen mit optisch positiven Radien. Daneben sind auch sti 
schon einzelne groBe Kristalle mit positiver Doppelbrechung!) zu sehe: 
Die Helligkeit der Spharolithe nimmt wahrend der Beobachtung 
langsam ab. Sie werden schwiicher und schwacher und verschwinden 
schlieBlich. Die groBen Kristalle hingegen werden immer zahlreicher 
und wachsen immer weiter, bis sie schlieBlich das ganze Gesichtsfeld 
erfiillen. Wird das Gel aus 4 proz. Chininlésung und n/1 Natriumphosphat 
hergestellt, so zeigen die Sphirolithe das gleiche Aussehen wie die des 
Optochins, sie erscheinen spiralig gedreht. | proz. Chininlésung gibt 
mit n/l Natriumphosphat nur schwache Gelbildung mit wenig Sphiiro- 
lithen und vielen groBen Kristallen. Auch hier wird die Kristallisation 
durch mechanische Stérung beschleunigt. 

SchlieBlich sei nur noch kurz erwihnt, daB bei den vergeblichen 
Versuchen, mit Vuzin Gallerten zu erhalten, beobachtet wurde, dai 
beim Vermischen von Vuzinchlorid mit Alkalisulfat eine dichte weibe 
Triibung entsteht. Im Mikroskop ist deutlich zu erkennen, dab es 
sich um eine zweite fliissige Phase handelt. Die Tropfen sind so grol}, 
dafS$ man sie mit einer Nadel leicht deformieren und zum Zusammen- 
flieBen bringen kann, zumal wenn sie, wie es hiiufig der Fall ist, 
am Objekttrager festsitzen. Die Ahnlichkeit dieser zweiten fliissigen 
Phase und der beim Optochinsulfat entstehenden mit der vor der 
Gallertbildung beim Eucupinacetat entstehenden macht auch fiir 
die letztere wahrscheinlich, daB es sich nicht um ein Hydrolysen- 
produkt handelt, denn bei Nitrat und Sulfat ist eine Hydrolyse un- 
wahrscheinlich. 


Erérterung der Beobachtungen. 


Aus dem Anblick, den die Gallerten bei Dunkelfeldbeleuchtung 
bieten, und aus den Beobachtungen im Polarisationsmikroskop geht 
mit groBer Sicherheit hervor, daB die aufbauenden Elemente iuBerst 
feine Nadeln sind. Ist der gréBte Teil auch amikronisch, d. h. unsichtbar 
fein, so ist doch aus den gleichzeitig und am gleichen Orte mit dem 
Gel erfolgenden Wachstum der im Ultramikroskop sichtbaren faser- 
artigen Teilchen auf einen solchen Aufbau zu schlieBen. In erster 
Annitherung liegen diese bei allen drei Gelen optisch positiven 


1) In bezug auf die Lingsrichtung. 
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Partikeln radial zu den Kernen, von denen aus die Gallerte wiichst. 
Sowohl die Schwiche der durch diese Anordnung hervorgerufenen 
Doppelbrechung, als auch die direkte Beobachtung der im Ultra- 
mikroskop sichtbaren Teile weisen aber darauf hin, daB die radiale 
Stellung keineswegs streng innegehalten wird. Vielmehr steht ein 
groBer Bruchteil der langlichen Teilchen regellos. 

Auch das von Keeser und Zocher (5) beschriebene haufige kérnige Aus- 
sehen der Lithiumuratgallerten ist jedenfalls zu deuten als entstanden 
durch das kugelige Wachstum vieler einzelner Gelzentren. Nur ist 
die Doppelbrechung in diesem Falle so schwach, dal} sie erst bei hohen 
Konzentrationen Betraige annimmt, die zur Sichtbarmachung ausreichen. 

Die Dichte der Chininderivatgallerten ist, wie aus der Triibheit 
und der Festigkeit hervorgeht, in der Nihe der Zentren am gréBbten, 
in den Grenzgebieten zwischen den von verschiedenen Zentren her 
gewachsenen Teilen am geringsten. Bei Dehnung zerreiben die Gallerten 
lings solcher Trennungsstreifen, bei Kompression werden sie in diesen 
Gebieten zusammengeschoben. Diese Grenzstreifen erhalten dabei 
scharfe Konturen und erscheinen als lange, schmale, gebogene Binder 
oder Blattchen. Wie ihre starke Doppelbrechung zeigt, liegen die 
nadelf6rmigen Kolloidteilchen in ihnen einander ziemlich streng parallel. 
Kine erhéhte Dichte kann natiirlich dabei auch eine Rolle spielen. 
Im unberiihrten Zustande sind die Trennungsstreifen vo6llig frei von 
Doppelbrechung. Die Radialstruktur macht sich in ihnen nicht mehr 
bemerkbar. Durch die seitliche Kompression tritt dann aber eine 
Parallelorientierung ein, und zwar stellen sich die Nadeln mit ihrer 
Laingsachse senkrecht zur Druckrichtung. Um ein grobes Bild fiir 
diesen Vorgang zu gebrauchen, kénnte man sagen, sie verhalten sich 
wie die regellos auf einer Tischplatte liegenden Bleistifte, die man 
von zwei einander entgegengesetzten Richtungen her zusammenschiebt 
und so zur Parallellagerung bringt. Es handelt sich bei diesen Bandern 
um die gleichen Gebilde, wie sie in vielen anderen Gallerten, so in 
denen der harnsauren Alkalien, des Manganarsenats, des Vanadin- 


pentoxyds, organischer Farbstoffe, wie Benzopurpurin, Chrysophenin, 


Firnblau, Setocyanin usw. auftreten. 

Kin Unterschied zwischen diesen gallertbildenden Substanzen 
scheint wesentlich zu sein. Existieren naimlich von Vanadinpentoxyd, 
Benzopurpurin und den anderen Farbstoffen auch bestindige Sole (6), 
in denen auch die Langsform der Kolloidteilchen bereits erkannt wurde, 
so sind solche bei den harnsauren Alkalien!), den Chininderivaten 


1) Ob die tibersittigten Lésungen der Urate tiberhaupt harnsaures 
Salz als Kolloid enthalten oder nicht, soll damit nicht beriihrt werden. 
Das Kolloid, das die Gallerten aufbaut, ist jedenfalls in Solform nicht 
bestiandig. 
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und dem Manganarsenat nicht zu erhalten. Es tritt bei diesen vielme)y 
die Abscheidung stets sofort in Gelform auf. 

Im Falle der Gelbildung von Eucupinacetat aus neutralen Lésung 
und zuweilen auch beim Optochinsulfat geht der Gallertbildung dic 
Abscheidung einer zweiten fliissigen Phase voraus, die wahrend de: 
Gelbildung unter Auflésung verschwindet. Im zweiten Falle wurc 


° ¥ ° ° ° ° ° 
auch ein Ubergreifen der Gelbildung (bzw. des ihr zugrunde liegenden 


Kristallisationsprozesses) auf die zweite fliissige Phase, also eine Art 
Impfung, beobachtet. 

Die oben erwaihnte Bewegung der feinen Tropfen auf die Gel- 
zentren zu kénnte man sich aus dem bei Dunkelfeldbeleuchtung ent- 
hiillten, filzwerkartigen Aufbau der Gallerte folgendermaBen  ent- 
standen denken. Ein solches Gelzentrum wiichst, indem es seinen 
Ausgang etwa von einem Punkte des Objekttrigers aus nimmt, zu- 
naichst nach allen Seiten gleichmabig, also zur Halbkugel. Nach oben 
hin werden die feinen Niadelchen bald die Grenze der Fliissigkeit er- 
reicht haben. Vielleicht vermégen sie nun auch die Oberflache der 
Fliissigkeit etwas zu heben. Dies kénnte dadurch zustande kommen, 
daB die Nadeln bis in die iuBersten Oberflichenschichten hineinwachsen. 
Infolge der Kapillaritaét wiirde nun wieder eine etwas dickere Schicht 
von Fliissigkeit iiber den Filz von Nadeln hinweggezogen. Es miibte 
also dabei Fliissigkeit von der Seite her angesaugt werden, und dic 
Trépfehen wiirden dann nur die Richtung dieser Str6mungen angeben. 
Tatsichlich scheint — wie erwihnt — die Oberfliche einer frei ge- 
wachsenen Gallerte auch in ganz frischem Zustande gewellt zu sein. 
Freilich ist es auch dureh Auflegen und Anpressen eines Deckglases 
auf einem hohl geschliffenen Objekttriger nicht méglich, in der im 
Hohlschliff entstehenden Gallerte diese Zentralbewegungen zu unter- 
driicken. Vielleicht auch handelt es sich um ganz andersartige Be- 
wegungen, deren Ursache in besonderen Kriften liegt. 

Die Befunde iiber die Abscheidung einer zweiten fliissigen Phase 
machen die von Keeser und Zocher (7) ausgesprochene Vermutung, 
da die im Falle des Lithiumurats der Gelbildung vorausgehende 
Triibung auch eine solche zweite fliissige Phase ist, héchst wahrscheinlich. 
Da die Abscheidung einer solchen beim Eucupin in Gegenwart von 
Essigsiure, sowie in den anderen Fallen meist iiberhaupt ausbleibt, 
und trotzdem die Gelbildung erfolgt, kann diese erste Abscheidung 
mit der Gallertbildung selbst nichts zu tun haben. So erhalt die Ver- 
mutung (3), daB die in den Natriumuratgallerten von Schade (8) zuerst 
beobachteten tropfenférmigen Gebilde nicht die Gallerte ausmachen, 
eine wesentliche Stiitze. Hingegen gewinnt der aus ahnlichen Beob- 
achtungen wie hier am gleichen Orte fiir die Gele der harnsauren 
Alkalien, insbesondere des Lithiums, gezogene SchluB, dab diese aus 
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sabchenformigen Partikeln aufgebaut werden, durch die neuen Beob- 
achtungen an den in ihrem Bau wesentlich besser zu erkennenden 
‘allerten der Chininderivatsalze sehr an Wahrscheinlichkeit. 

Das Verhalten gegeniiber groben mechanischen Stérungen ist 
hei den hier untersuchten Gelen das gleiche wie bei denen der Urate, 
ebenso der des Manganarsenats und des Vanadinpentoxyds. Bei 
kriftigem Durchschiitteln resultiert schlieBlich ein rasch absetzendes 
(ierinnsel in einer klaren Fliissigkeit. Es wird dadurch wahrscheinlich, 
daB das gelbauende Kolloid mit der langlichen Partikelform in allen 
diesen Fallen hydrophob ist und das Gel lediglich durch die gegen- 
seitige Verkettung der feinen Nadeln zustande kommt, ohne das da- 
bei — wie etwa bei der Gelatine — wasserbindende, sonst Quellung 
erméglichende Krafte eine wesentliche Rolle spielen. Fiir das Mangan- 
arsenat steht iibrigens der Nachweis der lainglichen Kolioidpartikeln 
noch aus. Fiir die Gallerten des Dibenzoyleystins (9) ist aber der 
Nachweis der linglichen Form an der dispersen Phase bereits erbracht 
worden. 

Wir glauben nach dem allem, in den oben beschriebenen Gallerten 
des Chinins und seiner Derivate typische Vertreter einer groben Klasse 
von Gallerten vor uns zu haben, die dadurch ausgezeichnet ist, dal 
das Zustandekommen vor allem durch die Form der aufbauenden 
Kolloidpartikel erméglicht wird. Sind wahrend der Gelbildung auch 
noch besondere Umstiinde wirksam (elektrische Ladung usw.), die das 
spontane Zusammenfallen der Teilchen (Koagulation) verhindern, so 
machen sich solche nach der mechanischen Zerst6rung nicht mehr 
bemerkbar. Eine Wiederentstehung des Gels oder eine Suspendierung 
baw. Solbildung findet nicht statt. 

Zwecklos diirfte es unseres Erachtens sein, nach irgendwelchen 
Zusammenhingen der chemischen Konstitution mit der Fahigkeit, 
solche Gele zu bilden, zu suchen, wie es C. G. L. Wolff und FE. K. Ri- 
deal (10) fiir das Dibenzoyl-l-Cystin getan haben. Da die betrachtete 
Art von Gallerten durch die laingliche Gestalt der Elementarteilchen 
charakterisiert ist, ist zu ihrem Zustandekommen in erster Linie diese 
faserige Abscheidungsform notwendig, d. h. also ein besonderer Kristall- 
habitus. Das Kristallsystem ist hierbei ziemlich belanglos. Sind unsere 
Kenntnisse, auf Grund deren Zusammenhinge zwischen Habitus und 
Konstitution sich ergeben kénnten, auch noch recht gering, so steht 
doch zu vermuten, daB solche nicht eindeutig sein werden. AuBerdem 


spielen wahrscheinlich auch noch andere Momente fiir die Entstehungs- 
moglichkeit solcher Gallerten (wie Léslichkeit, Wachstumsgeschwindig- 
keit, Aufladung) eine Rolle. Dadurch wird es noch unwahrscheinlicher, 
da®B es Beziehungen zwischen Konstitution und Gelbildungsvermégen 
gibt. Die Tatsache, daB die gelbildenden Salze der Chininbasen trotz 
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der groBben Ahnlichkeit der Kationen ganz verschiedene Anionen ha 
und die Salze mit gleichem Anion ganz verschiedenes Gelbildw 
vermogen, spricht auch fiir eine derartige Auffassung. 


Zusammenfassung. 

1. Aus dem mikroskopischen und dem ultramikroskopische 
Bilde geht hervor, daB die Gele von Eucupinacetat, Optochinsulta 
und Chininphosphat aus auBerst feinen nadeligen Einzelteilchen yoy 
positiver Doppelbrechung aufgebaut sind. 

2. Diese Nadeln sind groBenteils zu selbstindig gewachsenen, nur 
ungefahr radialstrahligen, kugeligen Gallertkliimpchen zusammen. 
gelagert, die im Polarisationsmikroskop ein dunkles Kreuz auf dunklem 
Grunde zeigen. 

3. Durch Zusammenschieben werden hauptsiichlich die Gebiecte 
zwischen den einzelnen Kliimpchen deformiert, und es entstehen daraus 
laingliche, weiche Bander oder Blattchen von kraftiger Doppelbrechung 
Es sind die gleichen Gebilde, wie sie in den Alkaliurat- und den Mangan- 
arsenatgelen usw. auftreten. 

4. Der Gelbildung geht bei neutralen Eucupinacetat- und _ bei 
Optochinsulfatlésungen die Abscheidung einer zweiten fliissigen Phase 


voraus. Diese verschwindet durch Auflésung oder durch Ubergreifen 


der Gallertabscheidung. Die Trépfchen der zweiten fliissigen Phase 
wandern wihrend des Wachstums der Gallerte in die Gelgebiete hinein. 
5. Die Eucupinacetatgele sind wochenlang haltbar, lassen. sich 
durch Erwirmen verfliissigen und erstarren beim Erkalten wieder. 
Die des Optochinsulfats werden im Laufe einiger Stunden, die des 
Chininphosphats im Verlaufe von einigen Minuten kristallinisch. 
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2) Schade, Zeitschr. f. klin. Med. 93, 1, 1922. — 3) Freundlich, Kapillar- 
chemie, zweite Auflage, 8. 997, Leipzig 1922. — 4) Diese Zeitschr. 134, 
97, 1922. — 5) Vgl. Keeser und Zocher, Kolloidchemische Beith. 17, 196, 
1922, — 6) Vgl. Zocher, Uber Sole mit nichtkugeligen Teilchen, Zeitschr. 
f. physikal. Chemie 98, 293, 1921. — 7) 1. ¢., S. 215. 8) Vgl. Zeitschr. 
f. klin. Med. 93, 1, 1922. — 9) Gortner und Hoffmann, Journ. of Amer. 
Chem. Soc. 48, 2199, 1921; C. G. L. Wolff und E. K. Rideal, Biochem. 
Journ. 16, 548, 1922. — 10) 1.c., S. 554. 





mitt 
Die 
den 
Koh 
tion: 
aucl 


infel 
welc 
spie! 
arbe 
gefu 
raul 
ein 
sucl 
best 
lang 
Zuc 
gela 
ine 
die 


Uber die Synthese des Metanitrokresol-glukosids 
und iiber die Desinfektionskraft des Metanitrokresols. 


Von 
E. Glaser und H. Priifer. 


(Aus dem chemischen Laboratorium der hygienischen Untersuchungsanstalt 
des Volksgesundheitsamtes in Wien.) 


(Eingegangen am 18. Februar 1923.) 
Mit 1 Abbildung tm Text. 


Die desinfizierende Wirkung der verschiedenen Desinfektions- 
mittel hat sich bisher nicht auf einzelne Radikale beziehen lassen. 
Die Phenole, Kresole sind recht gute Desinfektionsmittel, aber auch 
den Gliedern der homologen Hydrochinonreihe mit fiinf bis acht 
Kohlenwasserstoffen in der Seitenkette kommen erhebliche Desinfek- 
tionswirkungen zu. Letztere bleiben auch bei Eiweifzusatz sowie 
auch im infektionsempfanglichen Organismus selbst wirksam. 

Ist also schon diejenige chemische Komponente, der die Des- 
infektionswirkung zukommt, nicht geklart, so ist ebenso unbekannt, 
welche Rolle bei den medizinisch verwendeten Chemikalien der Zucker 
spielt. Durch die Untersuchungen von Stejskal (1) und seiner Mit- 
arbeiter wurde bei der Einverleibung verschiedener Medikamente 
gefunden, daB dieselben dann spiter und in bedeutend lingeren Zeit- 
riumen ausgeschieden wurden, wenn gleichzeitig Zucker intravenés 
einverleibt wurde. Im obigen Laboratorium vorgenommene Unter- 
suchungen konnten diese Feststellungen beziiglich des Neosalvarsans 
hestatigen, indem der gréBte Teil des Arsens erst nach 8 Tagen und 
langer ausgeschieden wurde, wiihrend dasselbe ohne  gleichzeitige 
Zuckerinjektion bereits in 2 bis 3 Tagen vollstiindig zur Ausscheidung 
gelangt war, was natiirlich eine bessere und wirksamere Ausnutzung 
in ersterem Falle bedeutet. Stejskal sieht in der osmotischen Strémung, 


die schon physiologisch vorhanden, durch die Injektion nur noch 
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bedeutend verstarkt wurde, das Wesentliche. Doch sind die injizier: 
Zuckermengen wohl zu gering, um eine linger andauernde Hypert: 
zu erzeugen. Die verlangsamte Ausscheidung diirfte vielmehr dat 
zuriickzufithren sein, daB die injizierten Medikamente wahrschein| 
mit dem Zucker gepaarte glykosidische Verbindungen bilden, wel 
durch die im Blute vorhandenen Enzyme leicht zustande komn 
kénnen. Moéglicherweise ist es auf diesen Umstand zuriickzufiihr 
da so viele Glykoside arzneiliche Verwendung finden. Die phys 
logische Bestimmung derselben wire dann nicht damit erschépft, « 
sie als Reservestoffe in der Pflanze funktionieren, sondern die gly! 


sidische Bindung hatte dariiber hinaus eine Bedeutung, indem «i 


Wirksamkeit der betreffenden Substanz dadurch erhéht wiirde, da 
die Ausscheidungsverhiltnisse im lebenden Organismus  verzé 
werden. 

Es erscheint daher von besonderem Interesse, die Darstellun 
von Phenolglykosiden zu versuchen, von denen schon eine Anzah| 
von FE. Fischer und seinen Mitarbeitern dargestellt wurden. Hierbei 
wurde nicht die tibliche Darstellung der Phenolglykoside, wie sie in 
Abderhalden, Bd. VII (2), angegeben ist, nimlich Lésung der Halogen 
acetoglucose in Ather und Schiitteln mit dem Natriumsalz des Aglykon: 
eingehalten, sondern es wurde ein Vorgang befolgt, der sich auch bei 
der Darstellung von anderen Glykosiden als gangbar erwiesen hat. 

Als Ausgangsmaterial wurde mit Riicksicht auf die praktische 
Fragestellung das Nitrokresol gewahlt, weil die Nitrokresole, auch das 
in der Sprengtechnik so vielfach verwendete Trinitrokresol, beziiglic! 
der Desinfektionswirkung nicht untersucht sind. Es wurde aber auc) 
vor allem deshalb untersucht, weil bekanntlich die Desinfektionskraf 
der Kresole eine gréBere ist als die der Phenole, und andererseits b« 
wiesen werden konnte, daB diese Wirkung noch weiter gesteigert werde: 
kann, wenn Halogene in den Phenolkern des Kresols_ eingefiihri 
werden (3). Es ist nicht unwahrscheinlich, daB auch die Nitrogrup)x 
eine desinfektionssteigernde Wirkung ausiibt. Speziell das Meta 
Nitrokresol wurde aber deshalb zur Untersuchung herangezogen 
weil von den Isomeren des Kresols dem m-Kresol die stirkste des 
infizierende und die am wenigsten giftige Wirkung (4) zukommt und 
die Einfiihrung der Nitrogruppe in der Metastellung einen ahnlichen 
EinfluB ausiiben kénnte. 

Die zur Darstellung des Glucosids nétige Acetobromglucose wurd: 
in der itiblichen Weise gewonnen, indem zuerst die Pentaacetylglucos: 
nach der bewahrten Vorschrift von Kénigs und Knorr (5), sowie vou 
Emil Fischer (6) hergestellt wurde. Nach zweistiindigem Erhitzen von 
wasserfreiem Traubenzucker, Essigsiureanhydrid und geschmolzenem 
Natriumacetat auf dem Wasserbade, welche durch gutes Umschiitteln 
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Metanitrokresol-glukosid. 43) 


in Lésung gebracht worden waren, EingieBen des Reaktionsproduktes 


in viel Wasser wurde £-Glucosepentaacetat in guter Ausbeute erzielt. 


Desgleichen wurde mit der Darstellung der Acetobromglucose nach 
k. Fischer (7) verfahren, indem #-Pentaacetylglucose und Eisessig- 
hromwasserstoff 2 Stunden bei Zimmertemperatur digeriert, mit 
Chloroform gemischt und dieselbe sodann mit Eiswasser wiederholt 
gewaschen wurde, Der bzw. die Chloroformausziige wurden sodann 
mit Chlorealeium getrocknet, eingeengt und aus denselben mit Petrol- 
ither die B-Acetobromglucose gefallt. Hie und da bleibt ein dickliches 
Ol zuriick. Dieses wird neuerdings in Chloroform gelést; mit Petrol- 
ither kann dann noch Acetobromglucose vom Schmelzpunkt 88 bis 89° 
ausgefallt werden. Das erhaltene Produkt brauchte nicht wieder um- 
kristallisiert zu werden. Da die Acetobromglucose gegen Feuchtigkeit, 
Siuren und Licht empfindlich ist, wurde jeweilig immer nur so viel 
dargestellt, wie zu dem betreffenden Versuche notwendig war. 

Bei der Synthese wurde nach dem Vorgange von Fischer und 
seinen Schiilern bzw. in ahnlicher Weise, wie Mauthner (8) bei der 
Herstellung der Glykoside der Oxyaldehyde vorgegangen ist, verfahren. 

Das 3-Nitrokresol kristallisiert in gelben, platten Nadeln vom 
Schmelzpunkt 33,5° und ist sehr leicht léslich in Alkohol und Ather. 

Es wurden nun 3g Nitrokresol in einer erkalteten Lésung von 
15g Natronlauge oder 2,1 g Kalilauge in 60 ccm Wasser aufgenommen. 
Zu dieser Mischung wurden 7 g Acetobromglucose, in 60 ccm Aceton 
gelést, hinzugefiigt. Kine Temperaturerhéhung, die tiberdies gering- 
fiigig war, wurde durch Abkihlung hintangehalten. Es entstand bei 
dieser Versuchsanordnung immer eine homogene Mischung, so dab 
die Hinzugabe von Wasser oder Aceton zur vollstandigen Lésung 
sich eriibrigte. Schon nach zweistiindigem Stehen bei Zimmertemperatur 
schieden sich eine relativ groBe Menge weifer prismatischer Siulen 
ab, entsprechend der Unldéslichkeit desselben in Wasser, das Gluco- 
tetraacetat, wie sich bei der spiateren Analyse dann _herausstellte. 
Nach fiinfstiindigem Stehen wurde mit 300 ccm Eiswasser verdiinnt, 
ohne es zuvor im Vakuum einzuengen. Beim langeren Stehen setzen 
sich dann die ausgefallenen Kristalle ab. Dieselben wurden hierauf 
auf der Nutsche abgesaugt, mit kaltem Wasser griindlich so lange 
gewaschen, bis im Waschwasser keine alkalische Reaktion mehr zu 
konstatieren und es farblos war. Hierauf wurde aus heibem Alkohol 
umkristallisiert und im Vakuum getrocknet. Es resultierten schéne, 
weiBe, ziemlich groBe und derbe prismatische Saulen vom Schmelz- 
punkt 201 bis 203° in einer Ausbeute von 2,5 g, das sind etwa 84%. 

Die Kristalle waren sehr leicht léslich in Chloroform, Aceton, 
Phenol und heifem Alkohol, schwerer in Ather und unléslich in Wasser 
und Benzol. 
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Das Metanitrokresolglucotetraacetat, 
Reaktion C,H, . CH, . NO, . OH ( 


K Br H,O Cy, Hy; Oy) NO, or 


CH, 
b 
Hc’ SCH 
HC. CNO, 
C 
OH 


H. Priifer: 


welches entsprechend 
1:3: 4) + C,,H,O0,Br + KOH 
ler 


HO 
C,H,O,(CH,CO), 


zustande kommt, wird erst nach Spaltung mit HCl durch alkalisc}, 


Kupfersulfatlésung reduziert 


und gab auf Zusatz von 


verdiinnte: 


Kisenchloridlésung zuerst keine, dann entsprechend der Abspaltung 


der Essigsiure, eine blutrote Fiarbung. Mit 
Die Le 
Dagegen trat bei der Liebermannscher 


trat keine Rotfairbung auf. 
und Ammoniak war negativ. 


Probe mit Kaliumnitrit in konzen 


Blaufiirbung auf, die ins Griinliche itibergeht. 


mit Bromwasser war negativ. Die J 


Millonschem 
asche Probe mit Chlorkalklésune 


Yeagens 


trierter Schwefelsiure allmablich 
Die Landoltsche Probe 
Telzersche Probe mit Benzaldehy« 


und konzentrierter Schwefelsiiure war positiv, es schieden sich beim 


Erwirmen rote Harzmassen ab. 


Die vorgenommene Elementaranalyse ergab nachstehende Zahlen 


1. 0,1116 g Substanz gaben 0,2132 g CO, und 0,0526 g H,O 


2. 0,1064 g os ‘ 


Berechnet fiir 
Coy Hy50y9N 
Osa: BABY 
BO oie: SR 


0,2034g CO, ,, 


0,0506 g H,O 


Gefunden: 
l. 
52,08 % 


5,23 % 


Bei der Stickstoffbestimmung (nach Dumas) gaben: 


1. 0,1231 g Substanz bei einer Temperatur ¢ = 16° und einem Baro 
meterstand b = 750mm im Nitrometer v = 3,2 ccm. 


2. 0,1106 g Substanz bei einer Temperatur ¢ = 18° und einem Baro 


meterstand 6 = 745mm im Nitrometer v = 


Berechnet fiir 
Cy,H,50,.N 
ee: 


2,9% 


2,8 cem. 
Gefunden: 
‘, , A 
3,03% 2.91% 


Zur genaueren Untersuchung wurde iiberdies noch die quantitative 


Bestimmung der Acetylgruppen nach 
gefiihrt. 
Neutralisierung der iiberdestillierten 
Titer 1,061 n/10 vorgelegt. 


der Methode von Wenzl(9) durch 


Es wurde mit verdiinnter Schwefelsiure (3:2) verseift und zur 


Essigsiure 30cem Kalilauge vom 


Hierbei wurde gefunden: 


l. Bei 0,1547g Substanz wurden zum Zuriicktitrieren verbraucht 


12,85 cem HCl vom Titer 1,4721 n/10. 
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2. Bei 0,1486 g Substanz wurden zum Zuriicktitrieren 13,25 cem HCl 
von Titer 1,4721 n/10 verbraucht, woraus sich ein Gehalt von Acetyl- 
gruppen fiir 1. 4,03 und fiir 2. 4,003 errechnet. 

Mit dem 3-Nitrokresolglucotetraacetat wurde nun auch noch die 
Molekulargewichtsbestimmung nach Eijkmann vorgenommen. 

1. 0,1366 g Substanz in 8,2917 g Phenol gelést, gaben eine 4 = 0,26°, 
woraus sich ein Molekulargewicht berechnet fiir C,,H,,;0,,N von 483, 
gefunden 488 ergeben. 

2. 0,1541 g Substanz in 8,3647 g Phenol gelést gaben eine J 0,28°, 
gefunden 500, berechnet 483. 

Zur optischen Untersuchung wurde das Metanitrokresolglucotetra- 
acetat in je 15 cem Chloroform (spezifisches Gewicht desselben bei 18° 1,469) 
gelést und im Halbnormalrohr polarisiert. 

1. 0,2322 g Substanz in Chloroform gelést (spezifisches Gewicht der 
Lésung 1,472) gibt a = + 0,61°. 

2. 0,0951 g Substanz (spezifisches Gewicht der Chloroformlésung 
1,4716) gibt a = + 0,25°. 


26,76° 


I 18 100a 100 . 0,61 

; . 2 l.p.d 1. 1,548. 1,472 
Hiernach ist [a] 
| IL. 18 100a 100 . 0,25 L 96.79° 

D~ 1.p.d~ 1,0,634.14716 = ™ 

Um zum Nitrokresolglucosid zu gelangen, wurden 4 g feingepulvertes 
Tetraacetat in 150ccm Methylalkohol suspendiert und nach dem 
Vorgange von Emil Fischer und seiner Mitarbeiter (10) gasférmiges, 
iiber Natronkalk getrocknetes Ammoniak unter Eiskiihlung so lange 
eingeleitet, bis vollkommene Lésung eingetreten ist, was ungefihr 
3 Stunden dauerte und unter Gelbfairbung der Lésung vor sich ging. 
Sie wurde dann 12 Stunden in Eis stehen gelassen und dann im Vakuum 
bei 10mm Druck und 40° nicht iibersteigender Temperatur auf ein 
Fiinftel des Volumens eingeengt. Die zuriickgebliebenen 30 cem wurden 
dann in einer Kristallisierschale im Vakuumexsikkator weiter abgesaugt, 
wobei sich lange prismatische Siulen sehr hiufig in Biischeln abschieden. 
Diese Kristalle, welche einen Stich ins Gelbliche haben, wurden auf 
der Nutsche abgesaugt, mit Tierkohle aus Methylalkohol umkristallisiert, 
hierauf nochmals filtriert, mit Methylalkohol gewaschen und im Vakuum 
getrocknet. Die Mutterlauge vom ersten und zweiten Absaugen wurde 
nochmals eingeengt und zur Abscheidung von Kristallen, wie bereits 
angegeben, verfahren. 

Die Kristalle haben einen Schmelzpunkt von 128 bis 129°, sind 
hygroskopisch, léslich in Wasser, Alkohol, Methylalkohol, Aceton, 


Essigitther und unléslich in Chloroform, Ather und Phenol.  Beim 
Schmelzen entsteht eine gelbe Fliissigkeit. Die Ausbeute betrug etwa 
60° des verwendeten Glucotetraacetats. 
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Bei der Elementaranalyse gaben: 
1. 0,1064 g Substanz 0,1962 g CO, und 0,0530 g H,O 
2. 0,1408 g e 0,2552g¢ CO, ,, 0,0693 g H,O 
CH, 


C 
HC CH oder in Bruttoform: 
Berechnet fiir: C,;H,,0,N 
HC. .CNO, 
i 
0 .0,H,,0, 
Berechnet: Gefunden: 
1. a 
0... ae 49,35% 49,43 % 
Bioxiycu) eee 5.44%  5,46% 


Die Stickstoffbestimmungen wurden nach Dumas vorgenommen wii 


es ergaben: 

1. 0,1408 g Substanz bei der Temperatur ¢ = 21° und Baromete: 
stand 6 = 746mm im Nitrometer 5,6 cem. 

2. 0,1635 g Substanz bei der Temperatur ¢ = 22° und Baromete: 


stand b = 749mm im Nitrometer 6,5 cem. 
Berechnet fiir Gefunden fiir 
C,,H,,0,N: Fe 2. 
Bs te tals ets 4,52%  4,53% 
Die Molekulargewichtsbestimmung wurde mit der Gefrierpunkt- 
erniedrigung nach Beckmann durchgefiihrt. 


1. 0,1481 g Substanz in 20 ccm Wasser gelést, gaben eine 4 = 0,045". 


2. 0,1638 g Substanz in 20 ccm Wasser gelést, gaben eine 4 = 0,049° 
Das Molekulargewicht: ist fiir C,,H,,O0,N 
Berechnet: Gefunden: 
A: 2. 
315 306 310 


Zur Priifung des polarimetrischen Verhaltens wurden 0,2080 g Substany 


in 15cem Wasser gelést, davon wurden 10 ccm in ein Halbnormalrohr 


gegeben. 


Das spezifische Gewicht des Wassers bei 22° = 0,9978, das spezifischic 


Gewicht der Lésung betrug d = 1,005, a = — 1,08, somit ist 
fa}? — 1002 __ __ 100. 1,087 _ 

l.p.d~ 1. 1,386. 1,005 

Das 3-Nitrokresolglucosid reagiert nicht, wie das Metanitroglucc- 
tetraacetat, schwach sauer, sondern neutral. Alkalische Kupfersulfat- 
lésung wurde ebenso wie vom Tetraacetat erst nach dem Kochen mit 
Saure reduziert. Mit Eisenchloridlésung trat keine Blaufarbung, mit 
der Lexschen Probe (Ammoniak und Chlorkalk) eine kaum sichtbare. 
schmutzige Braungriinfarbung auf. Mit dem Millonschen Reagens 
farbte es sich schén rot: Mit Kaliumnitrit und Schwefelsiure wurde 
die Lésung zuerst blau, dann griin gefirbt. Mit der Landoltschen 


— 77,53° 
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Probe mit Bromwasser bildet sich ein sehr geringer Niederschlag. 
Die Melzersche Probe mit Benzaldehyd war positiv. Es schieden sich 
beim Kochen rote Harzmassen aus. Mit basischem und neutralem 
essigsauren Blei entstand kein Niederschlag. 

Da alle bis jetzt bekannten, durch Emulsion spaltbaren Glucoside 
lindsdrehend sind und von der d-Glucose sich ableiten, so wird das 
Emulsin als Reagens fiir den Nachweis einer Gruppe von Glucosiden 
benutzt. Da auch das Metanitrokresolglucosid linksdrehend ist, so 
wurde die zur Bestimmung des spezifischen Drehungsvermégens ver- 
wendete Lésung, welche ein spezifisches Gewicht von 1,005, einen 
Prozentgehalt von 1,386 hatte und eine Drehung von — 1,08° aufwies, 
nach dem, in Abderhaldens biochemischen Arbeitsmethoden angegebenen 
Vorgange mit Emulsin gespalten und nachher der Polarisation unter- 
zogen. Bei derselben, die ebenfalls im Halbnormalrohr vorgenommen 
wurde, resultierte nach 3 Tagen eine Drehung von — 0,64°, nach weiteren 
3 Tagen eine solche von —0,61°. Es wurde zwar auch ein reduzierender 
Zucker gebildet, doch fand der sonst unter dem Einflu8 des Enzyms 
statthabende Umschlag der urspriinglichen Drehung in eine nach 
rechts nicht statt, sondern es wurde nur die Linksdrehung vermindert. 
Da die Minderung der Drehung ebenso die Menge der gebildeten 
Glucose der Menge des gespaltenen Glucosids proportional ist, so kann 
daraus ersehen werden, dai das Glucosid nicht vollstaéndig durch das 


Emulsin gespalten wurde. Nach dem Grade der abgenommenen Drehung 
wurde die Menge des abgespaltenen Zuckers bestimmt. Die um 0,47° 
(1,08 bis 0,61°) verminderte Drehung entspricht 0,0468 g Dextrose, 
welche wiederum 43,59°%, der verwendeten Menge des Glykosids zu- 
kommt und das Freiwerden von 0,0436 g Nitrokresol bedingt. Eine 
0,29proz. Lésung des Nitrokresols hebt also die Wirkung des Emulsins 
auf und verhindert die weitere Spaltung des Glykosids. 


Worauf ist das nun zuriickzufihren ? 

Die Antwort darauf geben in eindeutiger Weise die angestellten 
bakteriologischen Versuche, die auch zu dem Zwecke angestellt wurden, 
um mdglicherweise den desinfektorischen Wert des Metanitrokresols 
bzw. des mit demselben hergestellten Glykosids zu priifen. Es wurde 
dazu die Methode der an sterile Seidenfiiden angetrockneten Bakterien 
gewahlt. 

Eine 24stiindige Agarkultur von einem resistenten Staphylo- 
coccus pyogenes citreus wurde zu diesem Behufe mit steriler Koch- 
salzlésung abgespiilt und in diese Emulsion durch trockene Hitze 
sterilisierte, dicke Seidenfiiden in entsprechender Anzahl getaucht, 
eine halbe Stunde darin belassen und nun mit sterilen Nadeln in Petri- 
schalen iibertragen und im Brutofen durch einige Stunden getrocknet. 


28 * 
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Bei Beginn eines jeden Versuches wurde, um sicher zu sein, da® \\\¢ 
Bakterien noch lebensfahig sind, immer ein Seidenfaden mit angetrockne: 
Bakterien, welcher nicht mit dem Desinfektionsmittel in Beriihrung , 
bracht wurde, auf einen Naihrboden ausgesit. Die mit Bakterien getriink: 
Seidenfaden wurden nun verschieden lange Zeit der Einwirkung der dvs 
infizierenden Lésungen ausgesetzt und nach der Einwirkung der desin 
zierenden Mittel vollstandig durch 10 Minuten langes Einlegen in ste: 
physiologische Kochsalzl6sung von demselben befreit. Die vom Desinfi 
tionsmittel befreiten Seidenfaden wurden in Peptonwasser verimpft wid 
durch 48 Stunden in Brutschrank bei 37° bebriitet. In den _positiven 
Peptonwasserrohrchen trat immer reichlich Triibung auf. An den Grenz.- 
werten wurden immer auch noch mit 3 Normalésen aus den betreffenden 
Peptonréhrchen beimpfte Platten gegossen. Die Widerstandsfihigkeit der 
Staphylokokken wurde an der Desinfektionskraft einer 3 proz. und einer 
| proz. Phenollésung gemessen. 


Auf die Desinfektionskraft wurden gepriift das 3-Nitrokresol und 
das 3-Nitrokresolglucosid. Da das 3-Nitrokresol in Wasser unléslich 
ist, wurden 0,0255 g desselben in 15 ccm einer 32proz. Alkohollésung 
gelést, somit eine 0,17 proz. bzw. 1/100 molekulare alkoholische Lésung 
hergestellt. Da aber einer 32proz. Alkohollésung fiir sich allein eben- 
falls eine desinfizierende Wirkung zukommt, wurde zum Vergleiche 
auch die Desinfektionskraft einer solchen untersucht. Von dem 3- 
Nitrokresolglykosid wurde eine 1/15 molekulare wiisserige, das ist eine 
2,09proz. Lésung hergestellt. 

Das Ergebnis des Desinfektionsversuchs ist aus nachfolgender 
Tabelle ersichtlich: 

Tabelle I. 





Lésungen nach: | 10’ 


3proz. Phenol . 
lproz. Phenol . 
0, 17 proz. 3- Nitrokresol . 
Sapeos, Alkohol . . + 
2,09 proz. Nitrokresolglukosid +/+ 


+ = Bakterien lebensfaihig (positiv). 
— = Bakterien abgetétet (negativ). 


Ordnet man die untersuchten Mittel nach ihrer desinfizierenden Kraft 
in ein Ordinatensystem und tragt die Prozente auf einer Abszisse und die 
Zeiten auf einer Ordinate auf, so ergibt sich daraus nachstehende Abb. | 

Aus den Desinfektionsversuchen, wie die Kurve deutlich zum 
Ausdruck bringt, geht demnach hervor, daB dem 3-Nitrokresol in einer 
etwa sechsfach geringeren Dosierung fast dieselbe Desinfektionswirkung 
zukommt wie einer | proz. Phenollésung. Die desinfizierende Wirkung 
des Alkohols tritt gegeniiber der des 3-Nitrokresols vollkommen zuriick. 
Bei den Versuchen in vitro kommt dem 3-Nitrokresolglucosid in der 
fiir Desinfektionsversuche praktisch méglichen Zeit keine desinfizierende 
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Wirkung zu. Die Staphylokokken vermégen deshalb dasselbe zu 
zerlegen, der Zucker wirkt dabei offenbar als nihrstoffverbesserndes 
Mittel. Je langer Staphylokokken der Einwirkung des 3-Nitrokresol- 
glucosids ausgesetzt waren, desto tippiger wurde das Wachstum in 
den Peptonréhrchen. Natiirlich wurden die Versuche nicht iiber 
114 Stunden ausgedehnt. Da nach den Mitteilungen Fermis (12) den 
Staphylokokken ein diastatisches Ferment innewohnt, wiirde nach 
langerer Einwirkung durch die Zuckerabspaltung schlieBlich so viel 
3-Nitrokresol frei werden, daB dadurch die Staphylokokken zuerst in 
ihren Lebensbedingungen gehemmt und schlieBlich abgetétet wiirden, 
denn aus den oben angefiihrten Versuchen geht hervor, da das 3-Nitro- 
kresol eine hervorragende desinfizierende Kraft ausiibt. Tatsachlich 
tritt dies in Erscheinung, indem 

die zu den Desinfektionsversuchen -ari% 

verwendeten, kaum schwach gelb 

gefarbten Glucosidlésungen unter 

dem Einflu8 der Bakterien durch 

Abspaltung des 3- Nitrokresols 

sich intensiv gelb fairbten und 


deutlich den Geruch nach 3-Nitro- ia, 


kresol aufwiesen. Mit dem Ab- Abb. 1. 


sterben der Bakterien wiirde dann 

auch der fermentativen Kraft derselben ein Ende gesetzt, da wir ja bei 
dem Emulsinversuch gesehen haben, da bei einer Nitrokresolkonzen- 
tration von 0,29 °% das Emulsin durch die Giftwirkung desselben so ge- 
schadigt wird, daB eine weitere Zuckerabspaltung in der Glucosidlésung 
nicht mehr statthat. Da eine desinfizierende Wirkung in einer alko- 
holischen Nitrokresollésung, wo sich die Wirkung des Nitrokresols und 
des verdiinnten Alkohols kombinierte, von 0,17 ° konstatiert werden 
konnte, so kann man ungefahr bei einer annihernd gleichen Nitrokresol- 
konzentration die deletire Wirkung des Nitrokresols auf Staphylo- 
kokken und Ferment (Emulsin) annehmen. 

Zusammenfassend kann man sagen, das nach den bei verschiedenen 
Oxyaldehyden, Oxylactonen angewendeten Verfahren sich unschwer 
auch beim Metanitrokresol das Glucotetraacetat vom Schmelzpunkt 201 
bis 203° herstellen laiBt, welches sich durch gasférmiges Ammoniak 
nach mehrstiindiger Einwirkung in methylalkoholischer Suspension zu 
schén, in prismatischen Siulen kristallisierenden Metanitrokresolglucosid 
vom Schmelzpunkt 126 bis 129° verseifen laBt. 

Dem Metanitrokresol kommt, wie durch Versuche erwiesen wird, 
eine hervorragende bakterizide Eigenschaft zu, welche bedeutend 
groBer ist als die des Phenols. Es kann also nicht nur durch die Ein- 
fiihrung von Halogenen in den Phenolkern die Desinfektionskraft 
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desselben gesteigert werden, sondern auch durch die Einfithrung | 
negativen Nitrogruppe. Was die Desinfektionswirkung anlangt, ., 
kommt wegen der Wasserunléslichkeit des Nitrokresols die praktis: } 
Verwendbarkeit desselben jedoch nur in den Fallen in Betracht, \ 
es in alkoholischer Lésung angewendet werden kann. Die deletiiy 
Wirkung des Nitrokresols macht sich nicht nur auf die Baktericy 
geltend (gepriift an einem besonders widerstandsfihigen Stamm yin 
Staphylococcus pyogenes citreus), sondern, wie aus dem Spaltunys. 
versuch mit Emulsin hervorgeht, auch auf Fermente. Die Konze: 
trationen, bei denen diese Giftwirkung auf Bakterien und Ferment 
(speziell Emulsin) zur Geltung kommt, sind annahernd m/100. 

Dem Metanitrokresolglucosid kommt im ungespaltenen Zustande 
in vitro eine Desinfektionswirkung nicht zu. Die Spaltung des Glucosics 
erfolgt glatt durch Staphylococcus pyogenes. Aus der Spaltbarkeit 
durch Emulsin und dem polarimetrischen Verhalten kann gefolgeri 
werden, daB es sich um ein £-Glucosid handelt. 
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Uber den Einflu8 der Milz auf die Acetonurie beim Hunde. 


Im Laufe der letzten Jahre ist einiges Licht auf die Funktionen 
der Milz geworfen worden. Der wichtigste Fortschritt war der durch 
die Ashersche Schule zuerst mit Sicherheit festgestellte Einflu®B der 
Milz auf den Eisenstoffwechsel, wie er in den Arbeiten von Grossen- 
bacher, Zimmermann, Vogel und Messerli festgelegt und in der Bonner 
chirurgischen Klinik durch die schénen Arbeiten von Bayer bestatigt 
wurde. Auch das Verstiindnis fiir die Beziehungen zwischen Milz 
und allgemeinem Stoffwechsel wurde durch Arbeiten aus dem Berner 
physiologischen Institut angebahnt. So z. B. die Beziehungen zwischen 
Milz und Organen mit innerer Sekretion. Bei Erforschung der Stoff- 
wechselwirkungen macht sich aber in erhdhtem Mafe die Schwierig- 
keit geltend, daB die Milz kein Organ mit klar ausgesprochenen, streng 
spezifischen Eigenfunktionen ist, sondern vorwiegend ein Beziehungs- 
organ, das in andere Funktionen eingreift. Darum kann bei Versuchen, 
teils durch Kompensation, teils auf anderem Wege, alles verdeckt 
werden, was auf Rechnung der Milz zu setzen ist. Und es bedarf be- 
sonderer Hilfsmittel, um in der Erkenntnis der Leistungen der Milz 
innerhalb des Organismus weiter zu kommen. Ein solches Hiifsmittel 
ist, daB man die Anforderungen des Organismus in einem bestimmten 
Funktionsgebiet auBerordentlich steigert und dann unter diesen neuen 
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Bedingungen untersucht, inwieweit sich der Milzausfall geltend mac! 
Auf diesem Wege war Bernet in einer Untersuchung aus dem Ber 
physiologischen Institut erfolgreich. Bernet setzte experiment: 
Kaninchen unter Sauerstoffmangel und zeigte, da unter diesen 
dingungen der Ausfall der Milz sich deutlich kenntlich macht. Dewy, 
beim Sauerstoffmangel und Fehlen der Milz war der EiweiBabbai 
gesteigert, was bei Vorhandensein der Milz nicht eintrat. Ein zweit: 
Weg ist der, dab man mit der Fragestellung an die Wechselwirkunge), 
zwischen Milz und anderen Organen ankniipft. Hierin war die Arbeit 
von Ebnéther wegleitend. Darin wurde bewiesen, daB die Milz einen 
Stoff abgibt, der aktivierend auf die himolytischen und hamoglobin 
abbauenden Funktionen der Leber wirkt. Dieser Weg muBte weite: 
beschritten werden. Es handelte sich darum, eine Funktion der Lebe: 
herauszugreifen, welche man gut experimentell untersuchen konnte 
und von der man nicht zum vornherein veranlaBt war, eine Beziehuny 
zur Milz auszuschlieBen. Trotz der ungeheuren Bedeutung der Lebe: 
fiir den Organismus ist die Zahl ihrer spezifischen Funktionen, dic 
sich fiir derartige Versuche eignen, immer noch eine beschrankte. Z1 
den wohldefinierten Funktionen gehért die Acetonbildung.  Dahe: 
habe ich auf Anregung von Prof. Asher das Problem bearbeitet : 
Hat das Vorhandensein der Milz einen EinfluB auf die Funktion 
der Acetonbildung ? 


- 


Unter welchen Bedingungen setzt beim normalen Hunde eine 


Steigerung der Acetonausscheidung ein und 

wie wirkt das Fehlen der Milz auf die Steigerung ! 

Es ist nicht meine Aufgabe, hier die sehr zahlreiche Literatur 
iiber Aceton, seine Bildung und Ausscheidung im tierischen Organismus 
zu besprechen. Ich werde nur einige Daten anfiihren, die fiir meine 
Arbeit in Betracht fallen. 


Unter Acetonkérpern verstehen wir Aceton, Acetessigsiure und 
B-Oxybuttersiure. Die drei Stoffe stehen in gemeinsamen chemischen 
und biologischen Beziehungen: $-Oxybuttersiiure geht durch Oxy- 
dation in Acetessigsiure tiber und diese durch Kohlensiureabspaltung 
in Aceton. Sie werden vom normalen Menschen und Tiere in ganz 
geringen Mengen ausgeschieden durch Atemluft und Harn. Im Zu- 
stande der Azidosis, d. h. bei Diabetes, Inanitionszustinden, Infektions- 
krankheiten, experimentell bei verschiedenen Verletzungen des Zentral- 
nervensystems, Phloridzininjektionen, also immer bei ungeniigender 
Ausnutzung der Kohlehydrate, ungeniigender Zufuhr oder ginzlichem 
Fehlen derselben, werden sie in betrichtlichen, oft sogar gefahrlichen 
Mengen gebildet und ausgeschieden. 

Bei geringgradiger Acetonurie kommt im Harn nur Aceton vor, 
bei stiirkerer auch Acetessigsiure und zuletzt B-Oxybuttersiiure. Es 
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besteht jedoch kein bestimmtes Mengenverhaltnis zwischen den drei 
Korpern. Nach den Arbeiten von Geelmuyden, Leo Schwarz, Waldvogel, 
Friedrich Voit u. a. steht fest, daB die Acetonkérper Produkte des 
Fettstoffwechsels sind. Sie entstehen sowohl bei Verbrennung des 
eigenen Korperfettes wie des Nahrungsfettes. EiweiSkérper scheinen 
nur in ganz geringem Mae zur Acetonbildung beizutragen, wihrend 
Kohlehydrate, wie schon oben gesagt, diese direkt hemmen. Die 
eigentlichen Muttersubstanzen des Acetons sind die niederen Fett- 
siuren, vor allem Oxybuttersiure. Palmitin- und Stearinsiure bilden 
weniger Aceton; noch weniger die Glieder der Olsiurereihe. Darum 
ist auch die alimentaire Acetonurie am bedeutendsten bei Butterzufuhr, 
etwas weniger bei Schweine- und Rinderfett. Die Acetonbildung ist 
mit Sicherheit als eine Funktion der Leber nachgewiesen worden durch 
Kmbden und seine Mitarbeiter Kalberlach, Salomon, Schmied an iiber- 
lebenden Lebern durch Versuche mit Durchblutung. Etwas spiiter 
von Fischler und Kosow an lebenden Hunden mit Eckscher Fistel 
und solchen mit umgekehrter Eckscher Fistel. 

Fiir meine Untersuchungen kommt nur die alimentire oder physio- 
logische Acetonurie in Betracht, d. h. eine Acetonurie, die beim Ge- 
sunden erzeugt werden kann durch Modifikationen. der Erniahrung 
ohne direkte Schidigung des Organismus. Das durch die Lunge aus- 
geschiedene Aceton lasse ich unberiicksichtigt. 

Beim Menschen tritt regelmafBig eine vermehrte Ausscheidung 
von Acetonkérpern ein im Hungern, sowie bei Ausschalten der Kohle- 
hydrate aus der Nahrung. Die Intensitait der Ausscheidung nimmt zu 
mit der Fortdauer des Kohlehydratentzuges. Bei Affe und Schwein 
ist durch die gleichen Bedingungen Acetonurie zu erzeugen. Diese 
wird durch regelmaBige, ausgiebige Kérperbewegung (Verringerung der 
Kohlehydratvorrite des Organismus durch Muskelarbeit) noch ge- 
steigert. 

Beim Hunde ist nach Neubauer-Huppert durch einfache Kohle- 
hydratdiit keine Acetonurie zu erreichen, wenn nicht zugleich dem 
Kérper der aus EiweiB entstehende Zucker durch Phloridzin wieder 
entzogen wird. Fr. Voit findet die Verhiltnisse beim Hunde gerade 
umgekehrt wie beim Menschen. Er sagt: Beim Hunde sinkt die Aceton- 
ausscheidung im Hunger; bei Fleischfiitterung geht sie parallel mit 
der Stickstoffausscheidung. Kohlehydrate bedingen keinen Abfall. 
Auch Fett ist wirkungslos. Die Gesamtacetonausscheidung ist bei 
maiBiger Fleischkost am geringsten, im Hunger und bei Kohlehydrat- 
zufuhr gréBer. Thm stehen gegeniiber die Untersuchungsergebnisse 
Azemars, Rowolds u. a., die im normalen Hundeharn Acetonmengen 


von einigen Milligrammen gefunden haben und diese durch Hungern 
und durch Fettzufuhr haben vermehren kénnen. 
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Zu den quantitativen Acetonanalysen benutzte ich das vereinfa 
Verfahren von Embden und Schmitz nach den Angaben in Neubauer-Hup; 
,,Analyse des Harns*. Das ist eine Bestimmung des Acetons als Jodot 
in alkalischer Lésung. 

In einem 3,-Liter-Kolben werden 20 cem Harn (bei geringem Ace} 
gehalt entsprechend mehr, ich habe meistens 50 cem verwendet) mit 150 | 
Wasser und 2 cem 50 proz. Essigsiure waihrend 25 Minuten am Destillati: 
apparat im Sieden erhalten, wobei etwa 60 ccm der Fliissigkeit iiberge} 
sollen. Als Vorlage dient ein 4%4-Liter-Erlenmeyerkolben, der mit 150 
mdglichst kaltem Wasser beschiokt ist. Starke Kiihlung des Destillati: 
rohres ist notwendig. Das Destillat wird in der Vorlage mit 30 cem 33 p: 
Natronlauge und aus der Biirette mit einem reichlichen Uberflu8 n 
Jodlésung versetzt unter leichtem Umschwenken (nicht Schiitteln). E 
braune Farbung.an der Beriihrungsstelle beim Einfallen eines Tropfi 
Salzsiure zeigt einen Jodiiberschuf an. Das Jodoform fallt zuniachst 
weiBgelbliche Farbung aus, die sich bald in intensiv gelbe Kristalle um 
wandelt. Nach 5 Minuten wird mit Salzsiiure von 25% angesauert, mit 
einigen Tropfen Starkelésung versetzt und mit n/10 Thiosulfatlésung das 
unverbrauchte Jod zuriicktitriert. 

leem n/10 Jodlésung = 0,967 mg Aceton. 

Dabei wird die im Harn anwesende Acetessigsiure mitbestimmt, da 
sie bei der Destillation in Aceton tibergeht. Weil Hundeharn oft Nitrite 
enthalt und diese stérend auf die Titration wirken, habe ich, um sie zuriick 
zuhalten, das Gemisch vor der Destillation immer mit einer Prise Calcium 
carbonat versetzt. Uber weitere Fehlerquellen und ihr Ausschalten bei 
der Bestimmung des Acetons als Jodoform verweise ich auf die einschligig: 
Literatur, besonders Neubauer-Hupperts Lehrbuch. Dem Verfahren wird 
von verschiedenen Autoren Ungenauigkeit vorgeworfen wegen kleine: 
Acetonverluste. Fiir meine Arbeit war es aber sehr wohl anwendbar.  [c|; 
konnte durch peinliches Innehalten der Vorschriften der Methode gleich 
wertige Resultate zum Vergleichen erhalten. 


Fir meine Untersuchungen verschaffte ich mir zwei Hunde. Dic 
Versuchsanordnung war in groBen Ziigen wie folgt gedacht: 


Die Tiere werden in Kafigen gehalten, die gestatten durch Siebboden 
und Trichter den gesamten Harn aufzufangen. Die Hunde werden an 
gehalten, nach und nach den Harn nur spontan ins Glas zu lassen, um ihn 
so méglichst vollstaéndig und ohne Verunreinigungen zu erhalten. Wenn 
notig, werden die Tiere katheterisiert. Der tagliche Harn wird jeweils 
mit destilliertem Wasser zu einer runden Menge aufgefiillt und frisch unter 
sucht. Durch einige Hungertage und hiufige K6érperbewegung werden 
die Tiere kohlehydratarm gemacht. AnschlieBend folgt eine  spezielle 
Fiitterungsperiode zur Erzeugung und Steigerung der Acetonbildung. Zu 
dem Zwecke erhalten die Tiere nur Eiwei8 in Mengen vom Kaloriengehalt 
des Erhaltungsfutters und reichlich Fett unter AusschluB der Kohlehydrate. 
Diese Dit dauert 5 bis 6 Tage, d. h. so lange als ein gleichmaBiges Steigen 
des Acetongehaltgs des Harns festzustellen ist. Dann wird die Reihe unter 
brochen durch einen Tag der Ernahrung mit reichlichem gemischten 
Futter, speziell auch Kohlehydraten in Form von Brot und Zucker. In 
diesem Sinne wird fortgefahren, bis eine geniigende Anzahl, mindesten 
zwei, solcher Versuchsreihen mit brauchbaren Resultaten erhalten sind 
Darauf wird an den Tieren die Splenectomie ausgefiihrt und nach de: 
Operation in genau gleicher Weise mit Fiitterungsperioden vorgegange: 
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wie vorher. Aus dem Vergleich der unter denselben Bedingungen aus- 
gesechiedenen Acetonmengen vor und nach der Milzexstirpation ergeben 
‘+h die Ausfallserscheinungen der Milz. 

Hund 1, Spitzerbastard, Kastrat, 1 Jahr alt etwa 10 kg schwer, hat 
vor der Untersuchungszeit einige Tage sehr kohlehydratreiches Futter 
genossen (Maisbrei und Pferdefleisch). Der Harn aus dieser Zeit zeigt kein 
Aceton. Das Tier wird zuerst einer zweitagigen Hungerkur unterworfen. 
Das in dieser Zeit ausgeschiedene Aceton betragt 2,5 mg pro die. Die 
nichsten 2 Tage erhalt der Hund je 150 g kohlehydratfrei gemachtes mageres 
Rindfleisch und 50g Schweinefett. 

Das Zubereiten des Fleisches geschah jeweils teils zu Hause, teils 
im Laboratorium. Es wurde roh fein zerhackt, in siedendes Wasser ein- 
gelegt und wahrend \% bis 34 Stunden im Sieden erhalten. Darauf wurde 
die Briithe abgeschiittet, das Fleisch gut ausgepreBt und getrocknet. Zur 
Fiitterung wurden tiglich die abgewogenen Mengen Fleisch und Fett mit 
dem nétigen Salz zu einem schmackhaften Brei angeriihrt und unter zwei 
Malen verabreicht. Ich habe Schweinefett zur Fiitterung gewahlt, einmal 
weil es leichter in konstanter Zusammensetzung kauflich ist und bei ihm 
weniger Gefahr drohte fiir meine Versuche, daB es auch stérende Kohle- 
hydrate enthalt als bei der Butter, zum anderen des billigeren Preises wegen, 
obgleich Butter eine intensivere Acetonurie erzeugt als andere Fette. 

Vom dritten Versuchstage an wird, um die Acetonbildung médglichst 
zu steigern, die Fleischmenge vermindert auf 130g taglich, das Fett ver- 
mehrt auf 70g. Wiahrend der ersten Diitperiode von 6 Tagen steigt die 
tigliche Acetonausscheidung langsam von 1,2 auf 5,7 mg. Am folgenden 
Tage mit gemischter, reichlicher Kost, Zucker, Brot, Fleisch, sinkt der 
Acetongehalt des Harns sofort auf 1,9 mg zuriick. Er beginnt aber mit 
EKinsetzen der Kohlehydratdiat ebenso rasch wieder zu steigen, in 6 Tagen 
auf 7,2 bzw. 68mg. Nun wird das Tier wieder einen Tag reichlich 
gefiittert und dann nach 24stiindigem Hungern splenectomiert. 

Die Operation wurde unter tiefer Morphiumchloroformnarkose in der 
linken Parasternallinie ausgefiihrt und vom Tier sehr gut ertragen: etwa 
10 em langer Schnitt durch die Bauchdecken, Hervorziehen der Milz aus 
der Wunde. Dann Unterbinden simtlicher GefaBe am Hilus mit Catgut, 
Lostrennen der Milz vom Netz und Versenken des Stummels in der Bauch- 
héhle. Nachher SchlieBen der Wunde durch Etagennaht. Ich habe mich 
durch Abtasten der Umgebung tiberzeugt, dai keine Nebenmilzen vor- 
handen sind. Die Bauchwunde verheilte per primam int. 


Wiihrend der zwei je sechstigigen Diitperioden nach der Milz- 
exstirpation ist kein Steigen der Acetonausscheidung mehr festzustellen. 
Die tiglichen Werte schwanken unter leichtem Sinken bei Fortdauer 
der Diat zwischen 3,8 und 3,0mg. Der EinfluB der Kohlehydrate am 
Schalttage bleibt derselbe, d. h. bei Kohlehydratzufuhr sinkt die Aceton- 
ausscheidung sofort ab, steigt aber prompt wieder auf die friihere 
Hohe bei Wiedereinsetzen der Diit. Auch eine die Acetonbildung 
iiber mehrere Tage steigernde Wirkung der Narkose, wie sie die Lite- 
ratur angibt, kann ich nicht konstatieren. Ich méchte nur die ver- 
mehrte Ausscheidung am Operationstage selbst (3,4 mg Aceton in 
nur 170ccm Harn) dafiir ansprechen. Die genauen Werte sind in 
Tabelle I (Hund 1) zusammengestellt. 
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Tabelle I. (Hund 1.) 
Tag Fiitterung Hore Acston Bemerkungen 
In ccm in mg 
1 Hunger | 500,0 2,516 || 
2 Ke CaN Se en 2,516 
3 Diat 50g Fett 150gFleisch 400.0 1,289 
4 » 50 150 S 500,0 1,208 
5 » 710 130 zs 400,0 2,876 
6 4719 130 ‘ 300,0 5,221 
7 » 70 130 * 300,0 §,221 
8 70 130 ie 300,0 5,755 
9 G emisc thte Kost . 400,0 1,963 Brot, Milch, Zucker 
10s Diat Pag tt 190g Fieis isch 200.0 3,519 
1] eo. 190 250,0 5,494 
12 , ae oe - 300,0 6,867 
13 pA: 2890 A 200,0 7,299 
14 pds: 2a SEBS * 200,0 7,249 
15 70. 190 i 350,0 6,867 
16 Gemise hte Kost . 200,0 3,191 Brot, Milch, Zucker 
17 Hunger 200,0 2,030 
18 ae 170,0 4,399 Operation 
19 Gemischte Kost Ma's 350,0 3,384 
20——s«zDiat a, ett 130g Fleisch 250.0 3,868 
21 i aor S 300,0 3,481 
22 x 0 130 200,0 3,287 
23 we 130 250,0 3,142 
24 70 130 220,0 3,287 
25 | Gemischte Kost : 600,0 1,160 Brot, Milch, Zucker 
26 Diat 300,0 4,061 
27 - 350,0 3,484 
28 n 200,0 3,094 
29 250,0 3,182 
30 se 450,0 3,481 
31 i 600,0 3,484 


die zugehérigen Acetonwerte in Milligrammen schwarz, 


In der Abb. 1 (Hund 1) sind die Tage als Ordinaten fortlaufend., 
Harn- 


die 




















S 8 %& & FWD YA ® 


<—_>=—— Dat a - 





Se Se Ee SD Be 


1 


| _bemische 
——>\hoste——Dat ey a tn 


23 ¢ 


2% MSG CT RRRARROR EAR 


mengen in gestrichelter Linie eingetragen. 


Abb. 1. 





3. 19% 20. 22 22. 


Gemischte - 
ee ae Diat d ——> 
2 


6 2 3 35 6 
23-24% 25. 6 ar 1h IH. 


Die schwarze Kurve zeigt 


in sehr schéner klarer Weise das Ansteigen der Acetonausscheidung bei 


pt ist. oO 


ante ¢ 
post. ‘ 
] 
rechn 
gekek 
zu be 
folge 
Denn 
wodw 
Verd 
Harr 
der — 
und 
und 


Dies 
Pfer 
Acet 
Er 
Dab 
am 
erhi 
Flei 
Dak 
sink 
Dia 











Lucker 


ucker 


icker 





hei 








EinfluB der Milz auf die Acetonurie. 445 


reiner EiweiB- und Fettfiitterung und das rasche plétzliche Abfallen bei 
Kohlehydratzufuhr beim normalen Tiere. — Diatperioden a und b. — 
Im Hungerzustande ist ein leichtes Abfallen zu konstatieren, Tag 17. 
Nach der Milzexstirpation zeigt die Kurve ein neues Bild: Nach an- 
finglichem kurzen Steigen ein leichtes Abfallen und Ausbuchten nach 
unten. Also keine Steigerung mehr der Acetonurie durch Eiweib- 
und Fettzufuhr, wihrend der EinfluB der Kohlehydrate derselbe bleibt. 

In Tabelle If (Hund 1) habe ich periodenweise zusammengestellt 
die durchschnittlichen taglichen Harn- und Acetonmengen und die 
Acetonmengen auf das Liter Harn bezogen. 


Tabelle II. (Hund 1.) 





Durchschnittliche tagliche Aceton 
Diatperioden eee se 

Harnmenge in ccm Aceton in mg in mg 

MRD Gi oe is a, Saad 360,0 3,55 9,68 
PO Sr ara 250,0 6,15 24,6 
poms ep: Gy oe 330,0 3,33 10,2 
preigt Ohi wee 350,0 3,38 9,4 

Die Perioden zusammengerechnet 

I ay ne ee eg 305,0 4,85 16,14 

A Si eee eer ae 340,0 3,35 9,8 


Die Tabelle zeigt deutlich gréBere tiagliche und aufs Liter be- 
rechnete Acetonwerte beim normalen Tiere als beim milzlosen und um- 
gekehrt vermehrte Harnabsonderung beim milzlosen. Dazu ist noch 
zu bemerken, daB in Reihe a der Harnwert absolut zu gro} und damit 
folgerichtig der auf die Harnmenge bezogene Acetonwert zu klein ist. 
Denn wahrend der ersten Periode hat der Hund oft im Kafig geharnt, 
wodurch leichtes Ausspiilen des Kifigs nétig wurde und damit stiarkeres 
Verdiinnen des Harns im SammelgefiB. Spiiter.ist es gelungen, den 
Harn vollstandig auBerhalb des Kafigs direkt abzufassen. Die Zahlen 
der zwei letzten Reihen sind die Tagesmittel aller Versuchstage vor 
und nach der Operation. Diese zeigen eindeutig vermehrte Harn- 
und verminderte Acetonausscheidung bei Fehlen der Milz. 

Hund 2. Dachshundbastard, mannlich, 1 Jahr alt, 14 kg schwer. 
Dieser hat etwa 2 Wochen das kohlehydratreiche Futter Maisbrei und 
Pferdefleisch erhalten und dabei sehr reichlich Harn abgesondert. Die 
Acetonmenge habe ich fiir einen dieser Tage auf 2,4 mg bestimmen kénnen. 
Er wurde wie Hund 1 zuerst einer zweitagigen Hungerkur unterworfen. 
Dabei steigt die Acetonausscheidung am ersten Tage auf 3,8 mg und fallt 
am zweiten auf 3,3 mg zuriick. Entsprechend seinem gréBeren Gewichte 
erhilt der Hund durch die erste Diitperiode von 5 Tagen taglich 200 g 
Fleisch und 50g Fett in gleicher Weise zubereitet, wie bei Hund | angegeben. 
Dabei steigt der tigliche Acetongehalt des Harns von 2,7 auf 5,7 mg und 
sinkt am Schalttag mit gemischtem Futter ab auf 3,8 mg. Fiir die folgenden 
Diaitperioden wird das Fleisch vermindert, das Fett vermehrt auf 170 bzw. 
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80g. In der zweiten Versuchsreihe vor der Operation gelingt die pricht 
regelmaBige Steigerung des Acetons bis auf 8,5mg. Am Tage vor dor 
Operation erhalt das Tier nur zwei reichliche gemischte Mahlzeiten, morge:\s 
und mittags, dann muB es 24 Stunden hungern und wird am Nachmitt 
operiert. 

Die Splenectomie wurde hier ausgefiihrt wie bei Hund 1 mit d 
einzigen Unterschiede, daB ich den Hautschnitt nicht in der Parastern 
linie, sondern parallel dem linken Rippenbogen gelegt habe. Die Operat i .:; 
verlief glatt, Nebenmilz war keine vorhanden. 

Am Tage der Operation und am niachstfolgenden mit etwas Milc\i- 
kost scheidet das Tier je 6,1 mg Aceton aus. Nun setzen wieder dic 
Diaittage ein. Dabei steigt der Acetongehalt am ersten Tage auf 9.5 
sinkt dann langsam auf 8,6 mg und schnellt am fiinften Tage der Period 
auf 9,4 mg hinauf. Ich war anfinglich geneigt, die hohen Werte dies: 
Periode auf Rechnung der Narkosewirkung zu setzen, was fiir di 
ersten Tage auch sicher zutreffen mag. Das Aufschnellen des Aceton 
wertes am Ende der Periode geht aber Hand in Hand mit einer plétzlich 
einsetzenden Polyurie, Unwohlsein und leichtem Fieber des Hundes 
Dies alles sind die Folgen eines kleinen Unfalls. Der Hund war nach 
der Operation sehr munter und ist mir leider am dritten Tage direk: 
aus dem Kafig gesprungen. Dabei hat er sich eine Naht in der Bauch. 
muskulatur aufgerissen, was eine Blutung unter der Hautnaht mit 
ErguB in die Bauchhoéhle verursachte. Schon am nichsten Tage zeigt 
er sich etwas triage und schlafsiichtig. Am folgenden Tage war das 
Allgemeinbefinden noch mehr getriibt, das Tier fieberte und _fral} 
nicht recht. Der in groBer Menge (1350 g) ausgeschiedene und direkt 
abgefangene Harn war strohgelb, wiisserig, schiumte leicht und zeigte 
2°/ 49 EiweiB nach Esbachprobe. Ich habe den Harn auch auf Zucker 
untersucht; sowohl die T'rommersche als die Garungsprobe fielen 
negativ aus. Durch Offnen eines Knopfhaftes im unteren Wundwinke! 
suchte ich dann der Ansammlung AbfluB zu verschaffen. Es entleerte 
sich ein serés-blutiges Exsudat, kein Eiter. Die Wunde schloB sich 
sehr rasch wieder und der Hund war bald so munter wie frither. Darum 
setze ich die starke Steigerung der Acetonausscheidung an diesen 
Tagen auf Rechnung der Allgemeinerkrankung, speziell des Resorptions- 
fiebers. Am Fiitterungstage mit gemischter Kost sinkt trotz Abhalten 
der Polyurie die Acetonmenge auf 6,9 mg. Nun fiitterte ich tiber 3 Tage 
wieder etwas mehr Fleisch und weniger Fett (200 bzw. 50g). Dabei 


sinkt der Acetongehalt langsam auf 5,8mg. Nach Uminderung der 


Diit auf 170g Fleisch und 80g Fett steigt er wieder auf 6,8 mg und 
schwankt bei Fortdauer des Kohlehydratentzuges wihrend 6 Tagen 
um diesen Wert herum. Die tiglichen Acetonwerte sind durchschnittlich 
sogar héher nach der Operation als vorher. Doch bleiben sie wahren< 
der ganzen Dauer des Kohlehydratentzuges auf derselben Hohe, ja 
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sie sinken eher ein wenig. Ein regelmaBiges Steigen wie vor der Ope- 
ration ist unter denselben Bedingungen nicht mehr zu erreichen. Die 
genauen taglichen Werte fiir Hund 2 sind in Tabelle III zusammen- 
gestellt. 

Tabelle III. (Hund 2.) 





, Harn Aceton 
Fiitterung Bs Bemerkungen 


in ccm in mg 


a ae ee ors 250,0 3,802 
B anther ee Maen Wl. 250.0 3,318 
Diat 50g Fett 200g Fleisch 350,0 2,707 
. — e 350.0 3,901 
a, ae 450.0 5,271 
ae ogee 350.0 5,415 
t 6 i" 3" Vee = 350.0 5,753 
Gemischte Kost... . 1000.0 3,868 
Diait 80gFett170g Fleisch 6500 6,275 
SO o> Fe p 900.0 6,962 
80 | / ws 500.0 7,736 
ee i 600.0 8,122 
« ees %) ae = 750,0 8509 
Gemischte Kost... . 950.0 5,028 
RE TS pcre 800,0 6,188 Operation 
Gemischte Kost... . 800,0 6,188 
Diat 80g Fett170g Fleisch 1100.0 9,573 
80 o: are - 700.0 9.476 
— oe, Sa RD a 900.0 . 8,703 
aie a) eee ‘n 750,0 8,699 
» 30 a a 1350.0 9,443 
Gemischte Kost... . > 1400.0 6,922 
Diat 50g Fett 200g Fleisch 1150,0 6,672 
50 200 Pi 850.0 5,995 
50 200 a 500.0 5 802 
80 170 900,0 6,850 
80 170 700,0 6,769 
80 170 ‘s 750,0 6,962 
80 170 800.0 6,865 
eS. 170 % 600,0 6,769 
» 30 - ute * 700.0 6,672 
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Die Abb. 2 (Hund 2) ist genau gleich gehalten wie Abb. 1 (Hund 1): 
schwarz die Aceton-, gestrichelt die Harnkurve. Die Acetonkurve beginnt 
beim normalen Tiere mit einem leichten Abfallen im Hungerzustande. 
Sehr schén kommt die gleichmaBige Steigerung der Acetonurie wihrend 
der Diaitperioden a und b vor der Operation zum Ausdruck. Bei Kohle- 
hydratzufuhr sinkt sie ebenso rapid, wenn auch nicht ganz so tief wie 
bei Hund 1. Nach der Milzexstirpation ist das Bild nicht so klar. Die 
Kurve schnellt post. op. rasch in die Hohe, sinkt mit Einsetzen der 
reinen EiweiB- und Fettnahrung wihrend 4 Tagen regelmaifBig ab und 
erhebt sich am fiinften Tage wieder zur urspriinglichen Hohe. Zugleich 
setzt sehr stark vermehrte Harnabsonderung ein (gestrichelte Kurve). 
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Bei Kohlehydratzufuhr (Tag 22) fallt die Acetonkurve rasch wieder ,} 
waihrend die Polyurie noch einige Tage andauert. Das Sinken },,}; 
an in der Diat, wird unterbrochen durch Vermehrung der Fettzufit 
und dann hilt sich die Acetonausscheidung bei Kohlehydratentvig 
iiber 6 Tage auf derselben Héhe. Die Kurve zeigt auch hier deutlich 
714 
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da nach der Splenectomie keine regelmaBige Steigerung der Acetonuric 
durch EiweiB- und Fettzufuhr mehr zu erreichen ist, wenn sie auch 
gegeniiber vor der Operation und gegeniiber Hund | sich in héheren 
absoluten Werten bewegt. 

Die periodenweise Zusammenstellung der durchschnittlichen tiiy- 
lichen Harn- und Acetonwerte, sowie der aufs Liter bezogenen Aceton- 
mengen zeigt Tabelle IV (Hund 2). 


Tabelle IV. (Hund 2.) 





Durchschnittliche tagliche Werte Aceton 
Diatperioden pro Liter Harn 


Harn in ccm Aceton in mg in mg 


ULB OD Doig: 55 5 02m |. 4786 370,0 4.61 12,39 
ROT: CP a 680,0 7,48 

Pee OS sa ee 940.0 9,52 
piety SM re ee TRS. 820,0 6,36 
a ee ee eee 710,0 6,75 


Die Perioden zusammengerechnet Sine c 


gage BENE Ber eS oe 525,0 6,04 
ieee Be, SOE ap ares 765,0 6,55 


Diese Tabelle bringt die Verhiltnisse nicht so eindeutig zum Aus. 
druck wie die entsprechende Zusammenstellung fiir Hund 1. 





h 


vor di 
ais ni 
groBe 
der ¢ 
vi rg 
stark 
Splen 
zum 

nicht 
Hunc 
wenik 
so Vil 
an, d 
helig: 
Diab 
prob 
und 

ich 7 


unte 
errel 


die . 
Tiers 


wirk 
auf 


Cher 
1909 
Ube 
Bert 
Patl 
Fr. 
Sch 
cher 


EinfluB der Milz auf die Acetonurie. 449 


Am deutlichsten spricht die letzte Kolonne: pro Liter Harn ist 
vor der Splenectomie bedeutend mehr Aceton zur Ausscheidung gelangt 
als nachher. Die tagliche Acetonmenge ist nach der Operation sogar 
groBer als beim normalen Tiere. Wenn wir aber die letzte Reihe vor 
der Operation, b, und die zwei Reihen d und e nach der Operation 
vergleichen, haben wir auch hier dasselbe Bild wie oben: Mit Milz 
stiirkere Acetonausscheidung als ohne. Reihe c unmittelbar nach der 
Splenectomie fallt ganz aus dem Bilde heraus. Ich kann sie nicht 
zum Vergleich heranziehen, weil ich sie nach schon frither Angefiihrtem 
nicht als normal ansprechen kann. Die Harnabsonderung ist wie bei 
Hund 1 nach der Milzexstirpation deutlich vermehrt. Obschon nur 
wenige Kilogramm schwerer als der erste, hat Hund 2 durchweg doppelt 
so viel Harn und Aceton ausgeschieden. Es gelang bei ihm von Anfang 
an, den Harn direkt abzufangen. Weil er so groBe Mengen wiisserigen, 
heligelben Harns ausschied, hatte ich ihn im Verdacht, er leide an 
Diabetes. Ich habe das Tier auch daraufhin untersucht. Die Zucker- 
proben fielen jedoch alle negativ aus. — Nach Besprechung der Tabellen 
und der graphischen Darstellungen meiner Versuchsergebnisse komme 
ich zu folgenden Schliissen : 


Zusammenfassung und SchluBfolgerungen. 
1. Beim normalen Hunde ist durch reine EiweiB- und Fettfiitterung 
unter Ausschlu8 der Kohlehydrate eine gesteigerte Acetonbildung zu 


erreichen. 

2. Bei Fehlen der Milz ist unter denselben Ernahrungsbedingungen 
die Acetonausscheidung deutlich vermindert gegeniiber dem normalen 
Tiere. 

3. Daraus folgt, daB die Milz aktivierend auf die Acetonbildung 
wirkt, womit ein neuer Beweis des aktivierenden Einflusses der Milz 
auf die Funktionen der Leber gegeben ist. 


Literatur. 


Neubauer-Huppert, Analyse des Harns. — Hammarsten, Physiologische 
Chemie. — GroBenbacher, diese Zeitschr. 1901. — Zimmermann, ebendaselbst 
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Die Wirkung von Salvarsan auf Serum. 
Von 
Yoshio Yasaki (Tokio). 
(Aus dem Hygienischen Institut der Universitat Freiburg i. Br.) 


(Eingegangen am 22. Februar 1923.) 


Versetzt man Salvarsan, das frisch in Kochsalzlésung gelést wurde, 
in bestimmten Konzentrationen mit frischem Serum, so bildet sich 
nach kiirzester Zeit bei Zimmertemperatur ein flockiger Niederschlay 
Diese Erscheinung wurde zuerst von Kritschewsky (1) beschrieben und 
unabhingig von ihm von Maie (2) beobachtet. Die weitere Unter. 
suchung des Prizipitats erschien aus mehreren Griinden von Interess: 
Die Frage iiber die eigentlichen Angriffspunkte, sowie die Art der Ver- 
ankerung des Salvarsans, sei es im Tierkérper, sei es im Parasiten, 
bedarf noch eingehender Priifung, wenn wir ein Bild iiber die bisher 
ungeklirte Salvarsanwirkung gewinnen wollen. Uber die Richtung 
der Affinitaét des Salvarsans kénnte nun gerade die erwihnte Nieder- 
schlagsbildung als Wegweiser dienen, denn hier handelt es sich um 
ein Reaktionsprodukt, das sich allem Anschein nach infolge der Affi- 
nitit des Salvarsans zu bestimmten Bestandteilen des Tierkérpers 
bildet. Von einigen Seiten wird auch die eigentliche keimtétende 
Wirkung des Salvarsans einer Verbindung. zwischen Salvarsan uni 
Serum zugeschrieben. Die Moéglichkeit des Zustandekommens eine: 
derartigen Verbindung nach der Einverleibung des Salvarsans ist 
gleichfalls durch die Bildung des Prizipitats gegeben. Endlich wa: 
es nicht ausgeschlossen, auch tiber schidigende Wirkungen des Sal- 
varsans, die auf Grund seiner organotropen Eigenschaften sich zeigen. 
bei einer naheren Untersuchung des Niederschlags AufschluB 21 
gewinnen. Hier war in erster Linie an die anaphylaktischen Erschei. 
nungen zu denken, die gelegentlich nach Salvarsaninjektionen beob 
achtet wurden, und die unter anderem auf physikalisch-chemisch 
Zustandsinderungen des Serums zuriickgefiihrt werden kénnten, fii 
die wir in dem Auftreten einer Ausflockung den sichtbaren Ausdruc\ 
zu erblicken haben. 
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Die Niederschlagsbildung ist am deutlichsten bei der Uberschichtung 
yon Serum und Serumverdiinnungen mit Lésungen des Salvarsans 
in Kochsalzlésung durch die Ringprobe sichtbar zu machen. Die 
Herstellung der Lésungen der Salvarsanpriaparate erfolgte der Vor- 
shrift entsprechend, die weitere Verdiinnung wurde mit 0,86proz. 
Kochsalzlésung vorgenommen. Zur Verwendung gelangten nur frisch 
bereitete Lésungen. 

Wie Tabelle I zeigt, ist die Ringbildung noch bei der Einwirkung 
von 0,5 mg Neosalvarsan auf 0,5 ccm frisches Meerschweinchenserum 
nach 1- und 16stiindiger Beobachtung bei Zimmertemperatur deutlich, 
sie verschwindet bei Zufiigen von Salvarsan im Uberschu8 wieder. 


Tabelle I. 





Frisches Meerschweinchenserum 
0,5cem tiberschichtet mit 0,5 ccm 
Kochsalzlésung enthaltend 

g Neosalvarsan sofort nach 5 Minuten nach 1 Stunde 


Ringbildung, Beobachtung bei Zimmertemperatur 


0,05 

0,005 

0,0005 
0,00005 | ai 


Uber die Ausflockung des Serums durch Altsalvarsan und Salvarsan- 
natrium, die bei ersterem schwiicher, bei letzterem starker ist als beim 
Neosalvarsan, unterrichten Tabelle IT und III. 


Tabelle II. 





Meerschweinchenserum 0,5 ccm Ringbildung 
uberschichtet mit Altsalvarsun 


g sofort nach 5 Minuten 


0,05 — r 
0,005 

0,0005 

0,00005 


Tabelle III. 





Ringbildung 
Salvarsannatrium 
sofort nach 5 Minuten nach 1 Stunde 


0,05 ¥ { 

0,005 | hesh 
0,0005 14 Loe 
0,00005 + +t 


Auch mit Sera anderer Tiere sowie des Menschen tritt eine Prazipitation 
ein. Bei verschiedenen frischen Proben von verschiedenen Tierarten fehlt 
die Reaktion nur im Froschserum, auffallend stark wurde HiihnereiwetB aus- 


geflockt (Tabelle IV.) 


2 * 
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Tabelle IV. 
Ringprobe mit je gleichen Mengen Neosalvarsan (0,005 g) und Serjy 
(0,5 cem) von 
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Bemerkenswert ist es auch, da halbstiindig bei 56° erhitzies 
inaktiviertes Serum, gleichgiiltig welcher Tierart, durch Salvarsan nich 
mehr ausgeflockt wird (Tabelle V). Der Niederschlag tritt ferner wm 
deutlichsten in Erscheinung, wenn die Reaktion in Eiswasser vorgenomnien 
wird. Bei steigender Temperatur nimmt die Starke der Ausflockung «ah 
Sie ist bei 37° deutlich schwacher und zum Teil nur angedeutet und 
konnte bei 56° iiberhaupt nicht beobachtet werden. Der in der Kiilte 
entstandene Niederschlag laBt sich in der Warme, z. B. bei 55°, fast 
augenblicklich wieder in Lésung bringen, er tritt bei erneuter Kite. 
einwirkung sogleich wieder auf und so fort. Es handelt sich also allem 
Anschein nach nicht um eine grobe Denaturierung und Koagulation 
des Serums durch den Salvarsanzusatz, sondern um reversible Vorgdny 
besonderer Art. Daf ferner nicht lediglich eine Ausflockung der Gesamt- 
kolloide des Serums vorliegt, geht auch daraus hervor, da8 die Reaktion 
nur mit dem Albuminteil des Serums, nicht aber mit der Globulin- 


fraktion auftritt. (Die Trennung in den Albumin- und Globulinteil 
erfolgte nach der Methode von Liefmann, indem durch mit Wasser 
verdiinntes Serum Kohlensiure geleitet wurde.) (Tabelle V.) 


Tabelle V. 


Serumkomponente in aquivalenten Konzentrationen || Ausflockung 
5 mal verdiinnt 5,0 ccm || in Eiswasser 











Unbehandeltes Meerschweinchenserum . + Neosalvarsan 0,01 g 
Meerschweinchenserum 1!/, Std. 56°C 

OU 2 Sa DN - 0,01 g 
CO,-Albumin unerhitzt........ m= 0,01 g 
CO,-Albumin 1/, Std. 56°C. ..... e 0,01 g 
CO,-Globulin . BS Pfs nec ee “ 0,0l g 
CO,-Globulin '/, Std. 56°C, ..... a 0,01 g 


Wie Maie beobachtete, erleidet auch die Funktion des Serums durch 
Salvarsan eine EinbuBe. Neben einer Verzogerung der Gerinnung zeigt 
sich vor allem eine Beeintrachtigung der Komplementwirkung. Es ist 
naheliegend, diese mit den eben geschilderten Ausflockungsvorgiingen in 
Serumalbuminteil in Zusammenhang zu bringen. Versuche, die nach dieser 
Richtung angestellt wurden, haben eine Entscheidung iiber diese Frage 
aber noch nicht erbracht. 
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Der Niederschlag ist léslich in Saéure, Alkali und Glycerin, un- 
jisiich in Lipoidlésungsmitteln, vor allem Ather, Alkohol und Chloro- 
form. Nach griindlichem Waschen des Prizipitats und dessen Lésung 
in der Warme war in diesem mittels der Abelinschen Farbreaktion 
stets deutlich Salvarsan nachweisbar. Dieses konnte in unseren Ver- 
suchen auch durch Dialyse nicht wieder vollstindig entfernt werden. 
Kine festere Bindung des Salvarsans erscheint demnach wahrscheinlich. 


Charakteristisch fiir die Wirkung von Salvarsan auf Serum ist 
also einerseits die Beeinflussung lediglich der Serumalbuminfraktion, 
andererseits die Reversibilitit des Ausflockungsvorganges, dessen 
Stirke mit der einwirkenden Temperatur abnimmt. Dieses Merkmal 
unterscheidet das Salvarsan von den Schwermetallsalzen, vor allem 
dem Sublimat und organischen Verbindungen, wie Phenol, Formalin 
und Alkohol. Die durch diese Verbindungen im Serum hervorgerufenen 
Koagulationen sind in weitem Sinne irreversibel. Fir die chemothera- 
peutische Wirksamkeit eines Mittels kann der physikalisch-chemische 
Zustand des Milieus, in dem sivh die bakterientétende Wirkung abspielt, 
nicht gleichgiiltig sein. So wird beispielsweise auch in vitro die bak- 
terientétende Wirkung des Sublimats, Formalins, Alkohols durch 
Serumzusatz abgeschwiacht, die des Salvarsans aber bleibt unter den- 
selben Bedingungen unverandert oder nimmt sogar zu [Schiemann (3)]. 
Vielleicht beruht der Vorzug des Salvarsans in chemotherapeutischer 
Hinsicht auf der besonderen Beschaffenheit der Verbindung zwischen 
Serum- (oder Organ-)EiweiBstoffen und dem Salvarsan, deren Zer- 
teilung bei Koérpertemperatur mdglicherweise einen fiir den chemo- 
therapeutischen Effekt giinstigen Zustand erreicht. (Schiemann beob- 
achtete stiirkere keimtétende Wirkung mit Salvarsan und aktivem 
Serum als mit inaktivem Serum, mit dem nach unseren Versuchen 
keine Niederschlagsbildung durch Salvarsan erfolgt.) 


Ebenso wie die Anaphylaxie von manchen Seiten — auf Einzel- 
heiten kann hier nicht naher eingegangen werden — auf Dispersitiats- 
inderungen im Serum zuriickgefiihrt wird, kann das Auftreten ana- 
phylaktischer Erscheinungen nach Salvarsaninjektionen auf die eben 
beschriebenen physikalisch-chemischen Zustandsinderungen im Serum 
zurickgefiihrt werden (vgl. Kritschewsky). Es sei darauf hingewiesen, 
daB auch Begleiterscheinungen der Anaphylaxie, nimlich Komplement- 
schwund und Hemmung der Blutgerinnung durch Salvarsaninjektionen 
ausgelést werden kénnen (Maie). 

Aber auch andere Méglichkeiten der Erklirung waren denkbar. 
Landsteiner (4) konnte durch chemische Eingriffe (Methylierung, Ace- 
tylierung, Azotierung) die antigenen Eigenschaften von Proteinkérpern 
verandern. Es fragte sich, ob durch die Einwirkung des Salvarsans 
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EiweibBstoffe auch im Sinne ihres antigenen Charakters Verinderun 
erlitten, derart, daB durch Einverleibung des Salvarsans die eige; 
EiweiBstoffe des behandelten Tieres so veriindert wurden, daB di « 
nun wie kérper- oder artfremdes Eiweif antigene Wirkung entfalte+ 
also Antikérperbildung auslésten. Anaphylaktische Erscheinung 
die nach wiederholten Injektionen von Salvarsan auftraten, wa), 
dann, wenn das wirklich der Fall war, analog den Symptomen 
deuten, die bei der Reinjektion von artfremdem Eiweif auftreten 

In einer ersten Versuchsreihe wurde der Nachweis von kompleme:: 
bindenden Antikérpern nach der Vorbehandlung von Kaninchen 1\i\ 
dem Priazipitat aus Kaninchenserum und Neosalvarsan  versuc! 
Vier Kaninchen wurden mehrmals mit den in Tabelle VI angegeben: 
Niederschlagsmengen intravenés vorbehandelt, die durch 24stiindi 
Finwirkung von Neosalvarsan auf Kaninchenserum unter sterilen 
Bedingungen und nachtriglichem Waschen — alles in der Kilte 
gewonnen waren. 7, 10 und 12 Tage nach der letzten Vorbehandluny 
wurden Komplementbindungsversuche mit Salvarsan-Kaninchenserum. 
priizipitat als Antigen vorgenommen. Die wichtigsten Daten der Prot: 
kolle und die Ergebnisse der Versuche sind kurz in Tabelle VI wiede: 
gegeben. 


i 


Tabelle VI. 





Intravenés vorbehandelt in Abstanden 


cities von einer Woche mit Niederschlag aus Komplementbindungsreak tion 
‘ 7, 10 und 12 Tage nach der 
Kaninchenserum + Neosalvarsan letzten Vorbehandlung 
Nr. cen g 
l 3,0 0,03 
10,0 0,1 
10,0 0,1 
15,0 0,15 negativ 
2 5,0 0,05 
5,0 0,05 negatir 
3 5,0 0,05 
5,0 0,05 
10,0 —." 
15,0 0,15 negativ 
4 10,0 0,1 
15,9 0,15 
20,0 0.2 
25,0 0,25 negativ 


In einer zweiten Versuchsreihe wurden acht Meerschweinchen mit 
dem in analoger Weise gewonnenen Prizipitat aus Neosalvarsan unc 
Meerschweinchenserum subkutan vorbehandelt und zur Beobachtung 
anaphylaktischer Symptome bestimmte Zeit nach der Erstinjektio: 
mit Salvarsan-Meerschweinchenserumprazipitat intravenés reinjiziert 





Meer 


Antil 
nachg 
stoffe 


also 


praia 
wenn 
Ersek 


] 
schlay 
nicht 
inakt 


des § 


] 
H. l- 
dasell 





Wirkung von Salvarsan auf Serum. 455 


Tabelle VII. 





Vorbehandelt subkutan mit 


Sco ‘Intravenés nachbehandelt mit e 
pare Niederschlag aus 35 Niederschlag aus E 
a Gewicht “3 2 
z a + Neosalvarsan oa SP hes Oe + Neosalvarsan - 
g serum com g & serum ccm g 
] 180 2.5 0,025 14 5,0 0,05 
2 170 5,0 0,05 14 5,0 0,05 
3 280 5,0 0,05 28 5,0 0,05 
s 150 10,0 0.1 28 10,0 0,1 
9 155 10,0 0,1 28 10,0 0,1 
5 200 5,0 0,05 28 10,0 0,1 
6 160 5,0 0,05 33 5,0 0,05 
7 210 5,0 0,05 33 5.0 0,05 


Es konnten somit weder komplementhindende noch anaphylaktische 
Antikérper nach der Behandlung mit Neosalvarsanserumpriizipitat 
nachgewiesen werden. Eine eingreifende Anderung der SerumeiweiB- 
stoffe durch das Salvarsan im Sinne ihrer antigenen Wirkung scheint 
also nicht vorzuliegen. Zur Charakterisierung des Salvarsanserum- 
prazipitats erscheint uns dieses Ergebnis immerhin bemerkenswert, 
wenn es auch eine Erklirung iiber die Entstehung anaphylaktischer 
Erscheinungen nach Salvarsaninjektionen nicht zu geben vermag. 


Zusammenfassung. 

Der beim Mischen von Salvarsan mit Serum entstehende Nieder- 
schlag (Kritschewsky, Maie) bildet sich nur mit der Albuminfraktion, 
nicht mit den Globulinen und nicht mit halbstiindig bei 56° erhitztem, 
inaktivem Serum. Er ist wirmereversibel. Der antigene Charakter 
des Serums wird durch die Behandlung mit Salvarsan nicht geandert. 


Literatur. 
1) Diese Zeitschr. 126, H. 1—4, 8. 1l. — 2) Zeitschr. f. Hygiene 97, 
H. L—2, 8. 99. — 3) Zeitschr. f. Immunitiatsforsch. 24, 167. — 4) Eben- 
daselbst 26, 293. 





Uber eine Tropfenmethode 
zum Studium der Koagulation der Eiwei6kérper. 


Von 
Jan Betka. 


(Aus dem chemischen Institut der Tierarztlichen Hochschule in Briinn, 
Tschechoslowakei. ) 


(Eingegangen am 24. Februar 1923.) 
Mit 7 Abbildungen im Text. 


Ubersieht man die Literatur itiber die Koagulation der Proteine 
durch verschiedene Fillungsmittel, so kommt man zu der Uberzeugung, 
daB dieser Teil der physiologischen Chemie noch nicht vollkkommen 
abgeschlossen ist. Am besten ist die Koagulation durch die Elektro 
lyten erforscht, und doch gelten die Angaben nur fiir bestimmte Kon- 
zentration der EiweiBkérper und sogar nur fiir bestimmte Proteine, 
hauptsichlich Eieralbumin, Gelatine und Casein. Fiir die Koagulation 
mittels der Nichtelektrolyten finden wir nur sporadische Angaben in 
der Literatur, nur fiir Athylalkohol geltend. Erst in den letzten Arbeiten 
finden wir die Ansicht, da bei der Koagulation auch das Verhiltnis 
zwischen der Konzentration der Eiweiblésung und der Konzentration 
des Fallungsmittels eine wichtige Rolle fiir den Effekt der Fallung spielt 

Der Einflu8 verschiedener Ionen auf den FiallungsprozeB wird 
fleiBig studiert (Pauli, Handovsky, Loeb), jedoch meistens nur bei 
bestimmten Konzentrationen der EiweiBlésung. Sind wir berechtigt 
die so erhaltenen Resultate ohne weiteres auf andere Konzentrationen 
der Proteine zu iibertragen, wenn wir wissen, daB das Verhiltnis de1 
Komponenten bei der Koagulation so wichtig ist ? Sind wir berechtigt 
die fiir eine EiweiBkérperart geltenden Versuchsresultate auch den 
anderen anzupassen? Manifestiert sich bei diesen Reaktionen die Art- 
und Organspezifitat der Proteine iiberhaupt nicht? Und doch kénnen 
wir die verschiedensten Proteine durch die Prizipitationssera so fein 
unterscheiden, obzwar diese Reaktion nur eine Art der Eiweiffallung ist 

Der Synergismus der verschiedenen Ionen bei der Fiallung und 
anderen Prozessen ist durch die Arbeiten von Loeb zur allgemeinen 
Anerkennung gekommen, aber von der Mitwirkung der EiweiBkérper 
und sogar der Fallungsmittel ist noch nichts bekannt. 
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Das waren die Ursachen, die mich zum systematischen Studium 
der Fallungsreaktionen der EiweiBkoérper gefiihrt haben. Als ich im 
\pril vorigen Jahres die ersten Versuche vorgenommen habe, kam 
ich zu der Uberzeugung, daB die Hauptschwierigkeiten der Liésung des 
Mallungsproblems nur in der Methodik liegen. Ich habe zu den Ver- 
suchen erstens die allgemein benutzte Methode angewandt, die im 
Abderhaldenschen Handbuche beschrieben ist: Man bereitet  ver- 
schiedene Konzentrationen des Fallungsmittels (gewéhnlich benutzt 
man einfachheitshalber eine geometrische Verdiinnung 1, 14, '/, usw.), 
und in die Eprouvetten gibt man bestimmtes Volumen einer bestimmten 
KiweiBverdiinnung. Dann wird die Fallung mit einem bestimmten 
Volumen des Fallungsmittels ausgefiihrt, und die Resultate werden 
nach einer bestimmten Zeit notiert. Fir jede Eiwei®lésungskonzen- 
tration wird eine neue Reihe der Eprouvetten vorbereitet. Bei der 
Untersuchung eines EiweiBkérpers in zehn verschiedenen Konzen- 
trationen mit einem Fallungsmittel in zehn Konzentrationen braucht 
man also 100 Eprouvetten. Die Durchfiihrung der Arbeit erfordert 
faBt 3 Stunden. Die dabei gewonnenen Resultate sind nicht auf einmal 
iibersehbar und auch nicht direkt miteinander vergleichbar, weil die 
Triibungen sich inzwischen andern und auch in den Probierglasern, 
wo sie anfangs tiberhaupt nicht sichtbar waren, zum Vorschein kommen. 
So viele Fallungsmittel man untersuchen wollte, sovielmal 100 Proben 
waren durchzufiihren. Auf diese Art kann man an eine systematische 
Untersuchung von etwa 50 Fallungsmitteln, wenn auch nur von einem 
KiweiBkérper, tiberhaupt nicht denken. Und wenn man dieselbe Unter- 
suchung in anderen Verdiinnungsmitteln (NaCl-, KCl-Lésung usw.) 
in Kombinationen derselben mit Kombinationen der Fallungsmittel 
und der wichtigsten Proteine systematisch durchfiihren wollte, wire 
die Arbeit uniiberwindlich. Und das wire nur ein Teil der Arbeit; 
dann sollte man das Eiweibfaillungsvermégen von verschiedenen Tier- 
arten, verschiedenen Organen in normalen und diversen physiologisch- 
pathologischen Zustinden untersuchen. Und doch halte ich dieses 
Studium fiir interessant und auch niitzlich, nicht nur aus theoretischen 
Griinden, sondern auch vom Standpunkte der Medizin. 

Deshalb strebte ich, eine neue Methodik in Ausfiihrung der Ver- 
suche auszuarbeiten, wozu ich Ergebnisse aus der Serologie anwendete. 
Das Studium der Agglutination von Mikroben wird erfolgreich in Tropfen 


auf den Objekttragern nicht nur mikroskopisch, sondern auch makro- 
skopisch vollfihrt. Im Jahre 1915 habe ich dieselbe Methode fiir 
Massenuntersuchungen folgendermaben modifiziert: Um das ZerflieBen 
dsr Tropfen zu vermeiden, habe ich mit einem Hohlkork, dessen Rand. 
mit Vaseline angestrichen war, Riidchen mit fettem Saum in die Petri- 
schalen abgedriickt. In diese Ridchen trug ich mittels einer grofen 
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Ose die Bazillenemulsionstropfen auf. Die groBe Ose hatte einen vierm: 
(oder neunmal) gréBeren Inhalt als diejenige, mit welcher ich da 
Agglutinationsserum reihenweise in die Tropfen mischte. Wenn ic! 


dann die kleine Ose in den ersten, zweiten usw. Tropfen iibertrug 


wurde dadurch sofort eine Verdiinnung 1: 5, 1: 25, 1: 250 usw. (ode 
1:10, 1: 100 usw.) bereitet. 

Die Agglutination beschleunigte ich durch Erwirmen im Thermo 
staten (bei 45°); das Austrocknen der Tropfen vermied ich durch Ver 
schlieBen mit Petrideckeln, die vorher etwas erwairmt und befeuchte: 
wurden. 

Die Ergebnisse konnte ich bereits nach 5 Minuten, sogar bei den 
schwer agglutinierbaren Stimmen, makroskopisch gut beobachten 
Diese Methode verwendete ich erfolgreich auch fiir Priizipitations 
versuche, und diesmal in etwas veriinderter Form fiir folgende Versuche 

Man bereitet in einer Reihe von Eprouvetten die notwendigen 
geometrischen Verdiinnungen vom untersuchten EiweiB und vom be- 
treffenden Fallungsmittel. Dann wird die Fliissigkeit (erste Verdiinnung) 
mittels eines in Kapillare gezogenen Roéhrchens auf eine Fensterscheibe 
getrépfelt, die mit schwarzer Unterlage versehen ist. Die Menge der 
Tropfen ist durch die Zahl der Verdiinnungen von Fallungsmitteln 
gegeben. Um die Tropfen gleichmafig zu verteilen, benutze ich ein 
auf der Scheibe angeiitztes oder auf der Unterlage gezeichnetes Netz 
Das ZerflieBen der Tropfen vermeidet man einfach: man streicht 
die Scheibe mit einem von Petroleum oder Paraffinél fetten Lappen 
an. Auch kann man die sogenannten Hohlgliser fiir hingende Tropfen 
gebrauchen; dieselben haben drei bis vier Griibchen und werden nach 
Bedarf zusammengereiht. 

Ist die erste Verdiinnung der EiweiBlésung oder des Fiallungs- 
mittels getrépfelt worden, wird die Pipette ausgeblasen und eventuell 
mit der nachsten Verdiinnung ausgespiilt. Dann erst wird die zweite 
Lésung getrépfelt usw. Sobald alle EiweiBverdiinnungen ausgetrépfelt 
sind (zu 100 Tropfen fiir zehn Reihen EiweiSverdiinnungen braucht 
man etwa 3 Minuten), fiihrt man das Trépfeln des Fallungsmittels 
durch, und zwar senkrecht auf die Richtung der EiweiBtropfen, so 
da8 jeder Tropfen der Fiallungsfliissigkeit in den gehérigen Kiweib- 
tropfen kommt. Nach der Reinigung der Kapillare trépfelt man die 
zweite Verdiinnung usw. Beim Zusammenmischen der Tropfen ent- 
stehen gleich oder nach einer Weile entweder Fallungen, Triibungen, 
oder der gemischte Tropfen bleibt klar. Hat man sich die Verdiinnungen 
zuvor bereitet, dauert der ganze Versuch etwa 6 Minuten: auf der 
Fensterscheibe erscheinen dann die Punkte verschieden getriibt. Die 
Triibungen sind gegen die schwarze Unterlage gut sichtbar. Bei diesen 
Versuchen ist vollkommen gleichgiiltig, ob man die Eiweiblésung in 
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ias Fallungsmittel oder umgekehrt trépfelt. Auch das Mischen, welches 
nit einem Platindraht durchgefiihrt werden kann, kann manchmal 
usbleiben. Aber unbedingt notwendig ist, das Ablesen immer nach 
viner bestimmten Zeit, bei gleicher Beleuchtung und Beleuchtungs- 
richtung auszufiihren. Das Resultat mit zehn Verdiinnungen erscheint 
ins graphisch als ein aus hellen und dunklen Steinchen mosaikenweise 
susammengestelltes Viereck. Das Bild andert sich je nach der benutzten 
RiweiB- oder Fallungsmittellésung. Auch die Anwesenheit diverser 
lonen in ungleichen Konzentrationen ist sehr deutlich zu merken. 
Wenn man immer dieselben Bedingungen, hauptsichlich bei der Ab- 
lesung, einhalt, dann sind die Resultate sehr gut vergleichbar. 

Wollen wir die Zeitwirkung auf die Entstehung der Triibungen 
heobachten, behalten wir die Scheiben im Thermostaten, wo eine 
Schale mit Wasser sich befindet. Nach einer Zeit sehen wir, daB die 
Intensitat der Fallungen allmahlich zunimmt, da die Triibungen un- 
durchsichtiger werden und daB auch in den Tropfen, wo anfangs nichts 
wahrzunehmen war, Triibungen entstehen. Manchmal ldst sich das 
Sediment nach der Mischung wieder auf; das ist die Peptisation. 

Bei unseren Arbeiten haben wir bloB die Menge und die Lage 
der getriibten oder gefillten Tropfen konstatiert. Ich meine, dab 
friiher ein genauer Zusammenhang zwischen der Triibung, GréBe und 
Quantitit der Partikeln usw. bestimmt werden mu, bevor man aus 
der Intensitaét der Triibung die weitgehenden Schliisse auf den Verlauf 
der Flokulation ziehen darf. Dieser Zusammenhang wird in letzter 
Zeit von Bechhold, Kleinmann, Kabelik und Lednicky fleiBig studiert, 
so daB man hoffen darf, daB dieses Problem, das Gebiet der Eiweib- 
kérperfillungen betreffend, bald gelést werden wird. 

Bei meiner Tropfenmethode kann man auch quantitativ arbeiten: 
entweder wenn man die mittlere Gréfe der Tropfen durch Abwiegen 
auf einer Torsionswage bestimmt, oder wenn man das mittlere Volumen 
der Tropfen von jeder Reihe durch eine fein kalibrierte Pipette abmiBt. 

Aus den Glasscheiben, wo die Triibungen wie in einer Tabelle 
aufgezeichnet sind, kann man die Flokulationswerte nach Freundlich- 
Loening direkt ablesen, und man sieht klar deren Zusammenhang mit 
der Konzentration der Fallungsmittel, des Eiweibes usw. 

LaBt man die Tropfen langsam eintrocknen, so entstehen mit 
schwacher VergréBerung leicht sichtliche Bilder, welche Dold in seinen 
Abhandlungen beschreibt. Die Bilder erscheinen jedoch, je nach dem 
Fallungsmittel, Eiwei8 und der Verdiinnungslésung immer geandert. 
Einen groBen Einflu8 auf die Entstehung derselben hat auch die Kon- 
zentration von gefallten Lésungen. 

Als Nachteile meiner Methode mu8 ich folgendes anfiihren: 
Fir die streng quantitativen Zwecke paBt sie nicht, weil die Tropfen- 
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groBe nicht immer konstant erhalten werden kann. Die Beobachtun 
der entstehenden Triibungen und Sedimente hingt sehr viel von ck 
Beleuchtung und Richtung der Beobachtung ab. Auch ist die Triibun, 
von der GréBe der gefallten Partikel und nicht nur von ihrer Zah 
oder Konzentration abhangig. Auch das Ablesen der Triibungen is‘ 
sehr subjektiv. Weiter kann man nur sehr schwer den EinfluB diverse: 
Oberflachenspannungen in den Tropfen vermeiden, dieselben sind von 
der ungleichen Tropfenkonzentration, von der Temperatur und von 
den Luftstromen im Laboratorium abhangig. 

Die Vorziige der Methode sehe ich in folgendem: Sie erlaubt 
mit einer groBen Zeit-, Material- und Arbeitsersparnis die Priifung 
der Koagulation von Eiweiblosungen mit den Fallungsmitteln in mannig- 
faltigsten Konzentrationen auszufiihren. Die Resultate ergeben sich 
sofort graphisch und sind, wenn man gleiche Bedingungen einhalt. 
auch gut vergleichbar. Man kann auch gewissermafen quantitatiy 
arbeiten: wenn man das Durchschnittsgewicht oder das Durchschnitts- 
volumen der Tropfen jeder Reihe bestimmt. Man sieht gleich nach 
der Ausfiihrung der Fallung die Flokulationswerte der Fallungsmittel. 
Diese Methode kann mit der Doldschen Tropfenmethode kombiniert 
werden. 

Meiner Meinung nach ist die Anwendbarkeit dieser Methode auf 
dem Gebiete des Koagulationsstudiums sehr vorteilhaft. 

Erstens kann man den Einflu8 diverser Ionen auf die Fallung in 
mannigfaltigen Konzentrationen der gepriiften Lésungen untersuchen ; 
iiber einige Versuche werde ich bald mit Dr. Sinkora referieren. Auch 
der Synergismus der Ionen bei der Fallung ist durch diese Methode 
leicht zu verfolgen. Weiter kann man den EinfluB8 der Qualitaét der 
Fallungsmittel und der EiweiBkorper sehr genau veranschaulichen; 
mehrere Versuche auf diesem Gebiete haben meine Mitarbeiter Cikdnek, 
Havlik und Kubdnek schon vollendet. 

Die Mitwirkung der Fallungsmittel haben wir durch die Versuche 
mit Sinkora beleuchtet. Auch das Mitwirken diverser Proteine bei 
der Fiallung ist ein dankbares Gebiet fiir diese Methode. Dann kénnte 
man auch schnell entscheiden, ob die EiweiBkérper von disparaten 
Tiergattungen sich bei der Fallung verschieden verhalten; die bisherigen 
Resultate der Herren Suk, Pribyl und Zlamal auf diesem Gebiete 
sind vielversprechend. Weiter lieBe es sich auch sehr gut verfolgen, 
ob die EiweiBkérper durch physiologische und pathologische Ursachen 
spezifische Verinderungen erleiden, die durch die Fallung merkbar 
wiiren. Die Literaturangaben von Cordon und Bruck iiber die Ver- 
iinderung der Fiallbarkeit der Proteine im Serum bei Lues lassen einen 
gewissen Erfolg ahnen. Als die letzte Versuchsméglichkeit wire das 
Erfinden eines passenden Fallungsmittels, welches die gréBten Diffe- 
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enzen in der Fallung der Proteine aus ungleich alsen Individuen zeigen 
wurde; dadurch kémnte man die von Ruzicka beschriebenen Probleme 


su l6sen versuchen. 


Pferdeserum (8,94°|) Eiweif), 





























Fallungsmittel : 
m|20 Hg Clp m|3 FeCh m2 CyH;.OH 
m If; m/z 
894 ¢0 8H 1 - ~ 8H- £ 
4 a 
+ 4 
4 4 
Gefallte Flache: 93 26 19 
Abb. 1. Verdiinnungsmittel: Aqua dest. 
Rinderserum (8,48 |, EiweiB). 
Fallungsmittel : 
m/20 Hg Cl m|3 FeCl, m|2 C,H;.OH 
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Abb. 2. Verdiinngsmittel: Aqua dest. 


Menschenserum (8,78 |) Eiweif). 
Fallungsmittel : 
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Gefallte Flache: 74 24 
Abb. 3. Verdiinnungsmittel: Aqua dest 
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Aus den Beispielen, die ich unseren Arbeiten entnommen hal 
sieht man die groBen Unterschiede bei den Fallungsbildern beim A 


wenden der verschiedenen Fallungsmittel auf denselben EiweiB8kér)) 
(bzw. dasselbe Blutserum). Die Unterschiede sind so groB, daB ma 


sie fiir qualitative Analyse der Fallungsmittel benutzen kénnte. [1D 
| : 


Pferdeserum (8,40 °/, Eiweif). 
Fallungsmittel : 


m|20 Hg Cl, m|2 C.Hs.OH m/10 CsH»(N O»),0H 
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Abb. 4. Verdiinnungsmittel: Acetatpuffer von Pyy = 5,04. 


Rinderserum (8,40°/) Eiweif). 
Fallungsmittel : 
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Abb. 5. 





Verdiinnungsmittel: Acetatpuffer von Py 5,04. 


Menschenserum (8,50 9/, Eiweif). 
Fallungsmittel : 
m(20 Hg Cl. m|2 C,H;.OH 
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Abb. 6, Verdiinnungsmittel: Acetatpuffer von p,, = 5,04. 
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Differenzen bei mannigfaltigen Eiwei®kérpern (zwischen Albuminen 
ind Globulinen) sind sehr ausgepragt. Die Artspezifitat des Serums 
st auch merkbar; dieses demonstriert sich iiberzeugend unter den- 
elben Bedingungen, das ist bei gleicher Konzentration von Proteinen, 
‘leichem p,,- und Salzgehalt. 


Pferdeserum (7,05 °/) Eiweif). 
Fallungsmittel : 
m{l0 K Al(SO,q)o. 12 HpO m[5 KCr(SO,)o m/10 FeSO, 
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Abb. 7. Verdiinnungsmittel : Aqua dest. 
tJ Ausflockung. (=) deutliche Trubung. 
[] Fallung. ([] noch merkbare Triibung. 


Aus den Beispielen geht der groBe EinfluB des Verhaltnisses 
zwischen dem Protein und Fallungsmittel hervor. In weiteren Arbeiten 
werden die Ursachen der Fillungsbilder einer griindlicheren Unter- 
suchung unterzogen. 

Durch viele unserer Versuche bin ich zu der Uberzeugung gekommen, 
da unser Weg der systematischen Untersuchung der Fillungsmittel 
und EiweiBlésungen weiter zu feineren zusammenhingenden Erfolgen, 
die uns die geheimnisvolle Spezifitiét der Immunreaktionen erklaren 


wiirden, fiihren wird. 


Zusammenfassung. 
1. Es wird eine Tropfenmethode fiir das Studium der Proteine- 
koagulation mittels der Fiallungsmittel beschrieben. 





J. Becka: Koagulation der Eiwei®kérper. 
2. Die Fallung sieht man, wie graphisch gleichzeitig in viel.» 
Konzentrationen der EiweiBkorper und Fallungsmittel dargestellt. 
3. Der qualitative Unterschied zwischen diversen Fallungsmitte |) 
und EiweiBk6orpern (auch Artproteinen und gelésten Stoffen) ist gaiz 
deutlich festzustellen. 


4. Aus den Resultaten ergaben sich direkt die Flokulationswer(« 


der Fallungsmittel nach Freundlich-Loening. 

5. LaBt man die Tropfen langsam eintrocknen, so bilden sich 
ziemlich charakteristische Strukturen fiir das Protein und das Lésungs. 
mittel. So bildet die Methode eine Erginzung zur Trockentropfen 
methode von Dold. 

6. Man gibt den Plan der Anwendung dieser Tropfenmethode an 
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Zur Kenntnis der Serumeiweibkoérper der Milch*), 
Von 
W. Grimmer, €. Kurtenacker und R. Berg. 


(Arbeiten aus der Versuchsmolkerei des Landwirtschaftlichen Instituts 
der Universitat K6nigsberg i. Pr.) 


(Eingegangen am 25. Februar 1923.) 


Die vorliegende Arbeit ist eine Fortsetzung bzw. Erginzung der 
von Berg?) aus Anla®B des Preisausschreibens der Fleischmannstiftung 
ausgefiihrten Untersuchungen iiber das MolkeneiweiB. Sie lassen 
ebenso wie diejenigen von Ungnade*), die aus demselben AnlaB aus- 
gefiihrt wurden, eine Reihe von Fragen offen, die durch die vorliegenden 
Untersuchungen ihrer Lésung entgegengefiihrt werden sollten. 

In erster Linie interessierte uns die Frage nach den optimalen 
Koagulationsbedingungen durch Hitze. Die Untersuchungen Bergs 
und Ungnades haben zur Evidenz erwiesen, daB selbst bei optimalen 
Saiurekonzentrationen aus Labserum nur ein verhaltnismaBig kleiner 
Teil der Stickstoffsubstanz ausgeflockt wird. Diese Menge betrug 
bei den Untersuchungen von Berg im giinstigsten Falle etwas iiber 
60%, meist aber wesentlich weniger, so daf Ausflockungen erhalten 
wurden, die nur zwischen 40 und 50% der Gesamtstickstoffsubstanzen 
betrug. Konnte man zur Erkliirung dieser Verhialtnisse anfiihren, dal 
es sich bei den Bergschen Versuchen ebenso wie bei friiheren Versuchen 
von Allemann und Miiller*) um Labmolke handelte, die eine gewisse 
Menge von durch Hitze nicht mehr fallbaren Spaltprodukten des 
Caseins enthilt, so finden wir das gleiche Verhalten bei Ungnade mit 
Sauermolke, der ebenfalls nur 48 bzw. 50°, des Molkenstickstoffs zur 
Koagulierung brachte. 

Eine erneute Priifung der Versuche erschien uns daher wiinschens- 
wert. Da Labmolke, wie schon erwahnt, Spaltprodukte des Caseins 
enthalt, Sauermolke aber nicht ohne weiteres die optimale Aziditat 


1) Ein Teil der vorliegenden Untersuchungen wurde in ausfiihrlicher 
Darstellung von Herrn C. Kurtenacker als Dissertation benutzt. 

2) Berg, Das MolkeneiweiB (Ziger), seine Darstellung, sein Wesen, 
sein Naihrwert und seine Verwendung in der Kiiserei. Arbeiten des deutschen 
Milchwirtschaftlichen Reichsverbandes Nr. 48, 1921. 

3) Ungnade, dasselbe. Arbeiten des deutschen Milchwirtschaftlichen 
Reichsverbandes Nr. 49, 1921. 

4) Allemann und Miiller, Milchwirtschaftl. Zentralbl. 42, 225, 1913. 
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zu besitzen braucht, so benutzten wir das bei der Kalialaunfally 
des Caseins anfallende Serum, das sich einmal durch eine niedri. 
Aziditat auszeichnete, die beliebig gesteigert werden konnte, und d 
zum anderen keine Abbauprodakte enthielt, die das Bild hinsichtli: | 


des Umfangs der Fallung stérend beeinflussen konnten. Da wir weiterh 
Wert darauf legten, die Ausflockung an der Menge des Serumeiweil}:s 
zu messen, nicht aber an der Hand des Gesamtstickstoffs, der ja auc! 


geringe Mengen von NichteiweiBkérpern umfaBt, so wurde weiterhi: 
die Menge des durch Gerbsiure (Alménsches Reagens) bzw. durc\i 
Phosphorwolframsaure fallbaren Stickstoffs bestimmt. 

Zur Herstellung des Kalialaunserums wurde eine gréBere Meng: 
vollkommen siiBer, frischer Vollmilch auf etwa 40° erwairmt und aut 
je 10cem Milch 1 ccm gesattigter Kalialaunlésung hinzugefiigt. Nac}; 
kurzem Schiitteln wurde das Serum abgesaugt und sofort weiter ver 
arbeitet. Der Sauregrad wurde nach Soxhlet-Henkel bestimmt. Zw 
Gewinnung des hitzekoagulablen Eiweifes wurden 22 ccm des Serums 
| Minute lang zum Sieden erhitzt und dann sofort filtriert. Die Fillung 


mit Gerbsiure bzw. Phosphorwolframsiiure in 5proz. schwefelsaurer 


Lisung erfolgte ebenfalls in je 22 ccm, die Fallungen wurden nach 
zweistiindigem Stehen filtriert. Die Stickstoffbestimmung erfolgte 
durch Verbrennung des Filterriickstandes nach Kjeldahl. In allen 
Fallen wurden blinde Bestimmungen durchgefiihrt. 

Die beim Erhitzen vollkommen siiBen Serums erhaltenen Resultate 
waren tiberraschend. Wie ganz allgemein bekannt ist, gibt siiBe Lab- 
molke beim Erhitzen keine oder im giinstigsten Falle eine sehr geringe 
Fallung, erst nach Zusatz einer gewissen Menge von Siiure nimmt 
die Ausflockung einen gréBeren Umfang an. Hier aber ergab das Kali- 
alaunserum von vollkommen siiBer Milch eine betriachtliche Hitze- 
fillung, wie aus Tabelle I ersichtlich ist. 

Die Menge des ausgeflockten Stickstoffs betrug danach im Durch- 
schnitt aller Versuche 58,4° des Gesamtstickstoffs mit verhaltnis- 
maBig geringen Schwankungen von 54,0 bis 62,5°%, Werte also, die 
bei Saéureserum und bei Labserum bei optimaler Siurekonzentration 
nur ganz selten erreicht wurden. Nur nebenbei sei bemerkt, daB die 
Gerbsiure- und die Phosphorwolframsiurefillung trotz ihrer sehr 
guten Ubereinstimmung sich darin unterscheiden, da8 mit Phosphor- 
wolframsiure regelmiBig mehr Stickstoff ausgeschieden wurde als 
mit Gerbsiure. Diese Konstanz der Erscheinung laBt den SchluB zu, 
daB es sich hierbei nicht um unvermeidliche Analysenfehler handelt, 
sondern daB mit Phosphorwolframsiure tatsichlich mehr Stickstoff 
gefallt wird als mit Gerbsiiure. Das mehrfach festgestellte Vorkommen 
nicht eiweiBartiger stickstoffhaltiger Substanzen basischer Natur in 
der Milch erklirt diese Erscheinung vollkommen. In Prozenten des 
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Tabelle I. 





~ : —: 
3. Durch Gerb- | Durch Phoss 4 Hitzekoagulabler N fA 
= | 4 —_ 
g SE ‘saure faillbarer © phorwolfram- 7 in “Io des =) 
FO es Stickstoff =,  saurefallbarer 2, . a. 
a S nh 7 on . L «= = & 
Ue on in °p des -~& es af £3 \a8 _£ 
Nr Be 2g oe =e Z gsZ 2652 72 
4 - ‘ - 4 ha) ~ _ - é 
22} 29 . ZA ZA a oS ses ai ZR 
53% “4 Ges Ge- =] Ee £22 vv 
y > ~ nd S a See é ee we 
BS Serums samt- 3 Serums samt- 2% 2 eo ieesiceecs 2 
; ] ; % 3a" 52'S 
| N mm N ~ ZR Oo ls 3 L nz 


4,6 0,103 0,077 74,8 0,026 0,078 75,7 0,025 0,062 60.2 80.5 79,5 0,041 
4.8 0,108 0,081 75,0 0,027 0,082 75,9 0,026 0,063 58.3 77,8 76,8 0,045 


3. 4,8 0,104 0,078 | 75,0 0,026 0,079 76,0 0,025 0,065 62.5 83.3. 82,3 0,041 
4 53 0,109 0,079 72,4 0,030 0,080 73,4 0,029.0,062 56.9 78,5 77,5 0,047 
5 5,6 0,106 0,079 74,5 0,027 0,080 75,5 0,026 0,064 60.4 81,0 80,0 0,042 
6 5,6 0,114 0,084 | 73,7 0,030 0,086 75,4 0,028 0,067 58,7 79,8 77,9 0,047 


5,9 0,100 0,073 73,0 0,027 0,074 74,0 0,026 0,054 54.0 74.0 73,0 0,046 
6,2 0,119 0,088 73,9 0,031 0,090 75,6 0,029 0,069 58,0 78,4 76,7 0,050 


Mittel 0,108 0,080 74,0 0,028 0,081 75,0 0,027 0,063 58,4 79,2 77,9 0,045 


o-+i 


eigentlichen EKiweiBstickstoffs, d. h. durch Gerbsdure fallbaren Stickstoffs 
wurden bei der Hitzekoagulation 74,0 bis 83,3, im Mittel 79,2°, aus- 
geschieden, wihrend die entsprechenden Zahlen, verglichen mit der 
Phosphorwolframsdurefillung, 73,0 bis 82,3, im Mittel 77,9°/ betrugen. 

Wir sehen also, daB unter den vorliegenden Bedingungen in voll- 
kommen siiBer Molke rund 75 bis 80°, ihres Eiwei®stickstoffs durch 
Hitze ausgefillt wurden. Irgendwelche Beziehungen zwischen dem 
Umfange der Hitzekoagulation und dem Siuregrad des Serums be- 
stehen hierbei nicht. So wird die Minimalfallung von 54,0°%, des ins- 
gesamt in dem Serum enthaltenen Stickstoffs bei 5,9 Sauregraden 
nach Soxhlet-Henkel) von Fallungen umrahmt, die bei 5,6 und 6,2 Saiure- 
graden den Gesamtdurchschnitt zum Teil sehr erheblich iiberschreiten, 
auch ist sonst keine Tendenz in der Richtung zu erkennen, da mit 
zunehmendem Siuregrad die Menge des hitzekoagulablen EiweiBes sich 
in aufsteigender oder absinkender Richtung bewegt. Innerhalb der 
hier vorhandenen Aziditiitsgrade der verschiedenen Serumproben 
scheint die Fallung vielmehr eine konstante zu sein. 

Zur Erklarung dieses Verhaltens und zur Beantwortung der Frage, 
ob es méglich sei, die Hitzekoagulation zu einer’ quantitativen zu ge- 
stalten, wurden weitere Versuche ausgefiihrt. Wir gingen hierbei von 
folgendem Gedankengange aus: 

Die Wirkung des Kalialauns ist darin begriindet, daB das in der 
Milch enthaltene Calciumcaseinat noch immer imstande ist, Basen zu 
binden, so daB nach Zusatz von Alaun das leicht fillbare Calcium- 
aluminiumeaseinat sich bildet, wobei zunichst freie Schwefelsiure 
entsteht, die sich aber mit anderen Milchsalzen, z. B. tertiarem Calcium- 
phosphat, so weit umsetzt, daB die durch sie bedingte Aziditatserh6hung 
sich titrimetrisch nicht mehr oder nur ganz geringgradig nachweisen 

30* 
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laBt. Immerhin aber ist die Wasserstoffionenkonzentration so weit 
erhéht worden, daf giinstigere Ausflockungsbedingungen fiir « 
KiweiBkorper erhalten wurden. In diesem Falle wiirde der Kalialau 
zusatz in demselben Sinne wirken, wie ein Zusatz von freier Siw 
d. h. mit steigender Menge des Alaunzusatzes wiirde ein Fallung 
optimum erreicht und schlieBlich iiberschritten werden. 

Noch eine andere Méglichkeit ist gegeben, die aber nur ein 
geringen Grad der Wahrscheinlichkeit hat. Bekanntlich vermége) 
Schwermetallsalze mit Eiwei8kérpern unlésliche Verbindungen 7: 


geben. Hinsichtlich der Erdalkalisalze und Erdmetallsalze kann als: 


eine ahnliche Moéglichkeit vorliegen mit der Modifikation, daB di 
Fallung erst in der Hitze stattfindet. Es wiirde dann die Méglichkeit 
vorhanden sein, eine gewisse Menge von Salz ausfindig zu machen 
bei welcher die Hitzekoagulation eine vollstandige wire. Aus den 
Untersuchungen von Ungnade geht nun hervor, daB, soweit Kalksalz: 
in Betracht kommen, diese Vermutung nicht zutrifft, da das aus saure1 
Molke mit Kalk in der Hitze gefillte Albumin beim Veraschen zwar 
eine erhebliche Aschemenge ergab, die auch groBe Mengen von Kalk 
enthielt, weiterhin aber eine Phosphorsiuremenge, die auf das Vor- 
handensein von tertiirem Calciumphosphat schlieBen 1aBt. 

Zunichst wurde das bereits in Tabelle I erwihnte Kalialaunserum 
mit dem niedrigsten Siuregrade 4,6 mit steigenden Mengen einer 
10proz. Essigsiure versetzt und in gleicher Weise wie das nicht an- 
gesiuerte Serum der Hitzekoagulation unterworfen. Die erhaltenen 
Resultate sind aus Tabelle IT ersichtlich. 


Tabelle II. 





Hitzekoagulabler N in % des Rest-N in 


Sauregrad de 
-s Serums ; ; Serums 
des Serums Sie Gesamt-N Eiweif-N Serums 


4,6 0,062 60,2 80,5 0,041 
9,0 0,058 56,3 75,0 0,045 
13,4 0,056 54,4 72,7 0,047 
17,8 0,054 53,4 70,1 0,048 
22,2 0,041 39,8 53,2 0,062 


Es ergibt sich hieraus, daB im Alaunserum die optimalen Fallungs- 
bedingungen wahrscheinlich schon erreicht waren, eine Erhéhung des 
titrierbaren Siiuregrades und damit eine Erhéhung der Wasserstoff- 
ionenkonzentration bewirkte eine deutliche Depression in der Menge 
des ausflockbaren EiweiBes. Die Ergebnisse dieses Versuches werden 
durch zwei weitere bekraftigt, bei welchen wir, um die Wirkung von 
Alaun und von Siaure vergleichsweise beobachten zu kénnen, von 
Labmolke ausgingen. 
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Die Ergebnisse dieser Versuche sind in Tabelle III niedergelegt. 


Tabelle Ill. 





Labmolke 1. Sdéuregrad 4,5, N-«Gehalt 0,133 %/y) | Labmolke 2. Sauregrad 4,2, N-Gehalt 0,129 "|p 


Hitzekoagulabler N in Hitzekoagulabler N in “fp 


Sauregrad Sauregrad . 
der Molke des Gesamt-N der Molke des Gesamt-N 


0,041 30,8 4,2 0,039 30,2 
0,059 44.4 12,8 0,063 48.8 
0,067 50,4 19,5 0,060 46,5 
0,065 48,9 ae = —_ 


0,041 30,8 5 0,0 0,039 30,2 
0,057 42,9 0,10 0.049 38,0 
0,064 48.1 0,20 0.059 45.7 
0,062 46.6 0,25 0.058 45.0 
0,038 28.6 0,30 0,039 30,2 


Alaunzusatz 
Alaunzusatz, 


Sie zeigen ganz deutlich, daB steigende Mengen von Alaunzusatz 
zu der Molke ein Ergebnis liefern, das ganz analog dem bei steigenden 
Sauremengen ist. Von einem Minimalwerte an steigt die hitzekoagulable 
EiweiBmenge bis zu einem Maximum an, um dann wieder abzusinken. 
In Ubereinstimmung mit den friiheren Versuchen Bergs ergab sich, 
daB bei Saiurezusatz der optimale Sauregrad bei 12,8 lag, wobei eine 
Wasserstoffionenkonzentration entstand, die offenbar auch durch einen 
Zusatz von 0,2°% Alaun zur Labmolke erreicht wird. Hier beobachten 
wir eine gewisse Breite hinsichtlich der ausgeflockten Eiweibmenge, 
insofern, als auch bei Zusatz von 0,25°%, Kalialaun eine der Maximal- 
menge sehr nahe kommende Stickstoffmenge ausgeflockt wird. 

Es liegt nahe, die Wirkung des Alauns der Aluminiumkomponente 
zuzuschreiben. Dann war zu erwarten, dai auch andere Kationen 
aus der Gruppe der Erden und Erdalkalien eine ahnliche Wirkung 
entfalten. Wir zogen deshalb noch das Magnesiumsulfat und das 
Calciumchlorid in den Bereich der Untersuchung. Die hierbei erhaltenen 
Ergebnisse bestatigten unsere Vermutung voll und ganz. Aus Tabelle LV 
ist die Wirkung des Magnesiumsulfats ersichtlich, aus Tabelle V die 
des Chlorcalciums. 

Wir kénnen auch hier ein Anwachsen bis zu einem Maximum, 
dann wieder ein Absinken in der Menge des hitzekoagulablen Eiweibes 
feststellen, ebenso wie bei steigenden Siure- und Alaunmengen. Ein 
Unterschied zeigt sich insofern, als sowohl bei Zusatz von Magnesium- 
wie von Kalksalzen ein gewisser Uberschu8 keinen so starken Abfall 
in der Menge des hitzekoagulablen EiweiBes bewirkt wie die beiden 
erstgenannten Reagenzien. 

Als Stiitze fiir unsere Behauptung, dah diese Verhiltnisse der 
Ausflockung durch eine bestimmte Wasserstoffionenkonzentration 
bedingt werden, méchten wir noch einen Versuch anfiihren, bei welchem 
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Tabelle IV. 




















ein $ 
Labmolke N-Gehalt 0,127%. latio 
Hitzekoagulabler N in %, Hitzekoagulabler N in -ind 
Sauregrad | MgSOyZusatz ; I 
der Molke (des Gesamt-N der Molke des Gesamt ne 
em 
4.8 0,043 33,9 0,0 0,043 33,9 
8.8 0,054 42.5 0,1 0,056 44] friih 
12,5 0,061 48,0 0,2 0,057 44.9 
18,3 0,059 46,5 0.3 0,058 45,7 
20,1 0,058 45,7 0,4 0,056 44] die 
24.8 0,055 43,3 0,5 0,055 43,3 Riw 
0,6 0,054 42.5 
0,8 0,053 41,7 gem 
nah 
Tabelle V. Sali 
Labmolke 1. Sauregrad 4,5, N-Gehalt 0,128 °|) L || Labmolke 2. Séuregrad 4,8, N-Gehalt 0,124 
Hitzekoagulabler N in | Hitzekoagulabler N in %p Die 
Sauregrad ? Sauregrad nur 
der Molke des Gesamt-N der Molke des Gesamt-N 
! wal 
4.5 0,046 35,9 4.8 i] 0.038 30,6 Bec 
12,1 0,060 46,9 12,3 0,058 45,7 den 
20,4 0,059 46,1 20,6 0,056 45,2 ; 
23,2 0,057 44,5 4 nur 
10.0 0,046 35,9 = (0,0 0,038 30,6 ibe 
= | 0,05 0,053 41,4 % | 0,1 0,052 41,9 gef! 
510] 0,056 43,8 ~ | 0,2 0,054 43,5 vol 
5 | 0,2 0,059 46.1 2)03 0,057 46,0 
2) 03 0,061 47,7 £104 0,058 46,7 son 
5 | 04 0,061 47,7 3 0.5 0,056 45,2 
2 | 0.5 0,061 47,7 3 Fal 
& 10.6 0,060 46.9 
NU1L0 0,056 43,8 Kiv 
ani 
Tabelle VI. ko 
Labmolke. Sauregrad 4,5, N-Gehalt 0,122%. des 
Hitzekoagulabler N in p Sel 
a alee der Molke | des Gesamt-N des 
hit 
4,5 0,035 28,7 wen 
12,8 0,058 47,5 
20,0 0,056 45,9 be 
23.6 0,053 43,4 da 
= (0,00 0,035 28,7 Gi 
S | 0,05 0,048 39,3 a 
210,10 0,051 41,8 
= | 0,20 0,056 45,9 Bie 
4% + 0,30 0,058 47,5 Ui 
2 | 0,40 0,055 45,1 * 
> | 0,50 0,043 35,2 
3, | 0,60 0,041 33,6 ” 
— 1,00 0,036 29.5 








ete! 
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cin saures Salz, Jas Natriumbisulfat NaHSO, die Rolle des koagu- 
lationsférdernden Mediums iibernahm. Die hierbei erhaltenen Resultate 
ind in Tabelle VI niedergelegt. Auch zu diesem Versuche wurde Lab- 
molke verwendet, von welcher ein Teil mit steigender Essigsiuremenge, 
cin anderer mit steigenden Mengen des Salzes versetzt wurde. 

Die Ausflockung verliuft hier in derselben Weise wie bei den 
fritiheren Versuchsserien auch. 

Als weitere Stiitze der Auffassung, da®B in allen diesen Fallen 
die Wasserstoffionenkonzentration den Grad der Ausflockung des 
KiweiBes beim Erhitzen bedingt, kann noch der Umstand geltend 
gemacht werden, daB bei den optimalen Siéurekonzentrationen stets 
nahezu dieselbe EiweiBmenge ausgeflockt wurde, wie bei den optimalen 
Salzkonzentrationen. 

Noch einer von Berg mitgeteilten Beobachtung sei hier gedacht. 
Dieser fand, das das Filtrat von dem ausgeflockten EiweiB véllig klar 
nur dann war, wenn der optimale Ausflockungsgrad bereits tiberschritten 
war. In allen anderen Fallen war es mehr oder weniger opak. Diese 
Beobachtung konnte hier voll und ganz bestatigt werden. Auch bei 
den Fallungen mit den Salzen erhielten wir bis zur optimalen Fallung 
nur mehr oder weniger getriibte Filtrate, erst wenn infolge eines Salz- 
iiberschusses oder eines UbermaBes von Siure die Menge des aus- 
geflockten EiweiBes wieder absteigende Tendenz zeigte, konnten wir 
vollkommen klare Filtrate erzielen. Die Klarheit des Filtrats berechtigt 
somit nicht zu dem SchluB, daB die Ausfallung eine optimale gewesen ist. 

Aus den Versuchen geht nun hervor, daB selbst bei der optimalen 
Fallung nicht alle durch Gerbsiure oder Phosphorwolframsiure fillbare 
KiweiBsubstanz durch das Erhitzen ausgefallt wird. Man kann somit 
annehmen, da, wenigstens soweit salzhaltige Eiweiblosungen in Frage 
kommen, das Erhitzen keine quantitative Methode zur Ausflockung 
des EiweiBes darstellt. Eine Erkliarung dieser Erscheinung versucht 
Sebelien'), indem er annahm, da das Erhitzen eine teilweise Hydrolyse 
des EiweiBes zur Folge habe, dessen eine Komponente nicht mehr 
hitzekoagulabel sei, also z. B. eine albumosen- oder peptonartige Sub- 
stanz vorstelle. Einer derartigen Auffassung diirfte aber der von Berg 
beobachtete Umstand widersprechen, daB mit Zunahme der Erhitzungs- 
dauer die Menge des hitzekoagulablen Eiweifes innerhalb gewisser 
Grenzen zunimmt, wiahrend sie im Falle einer Hydrolyse eher ab- 
nehmen miiBte. Dab, wenn itiberhaupt eine solche Spaltung eintritt, 
sie keine tiefergehende sein kann, beweist auch der von uns festgestellte 
Umstand, da’ infolge der Erhitzung die Menge des nicht mehr fall- 
baren Reststickstoffs keine Zunahme erfaihrt. Bei diesen Versuchen 


1) Sebelien, Zeitschr. f. physiol. Chem. 13, 135, 1889. 
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wurde im Kalialaunserum einmal die Menge des Gesamt-, sowie «dis 
durch Gerbsaure und durch Phosphorwolframsiure fallbaren Stickstof' x, 
zum anderen die des durch Erhitzen fallbaren Stickstoffs bestimm 
Im Filtrat des hitzekoagulablen EiweiBes wurde dann der durch Ger). 
siure bzw. Phosphorwolframsaure fiallbare Stickstoff ermittelt. | 
ergab sich in allen von uns untersuchten Fallen, daB der durch Ger}. 
siure oder Phosphorwolframsaure nicht mehr fallbare Stickstoff in 
dem nicht erhitzt gewesenen Serum ebenso grof war wie in dem 

hitzten. In dem letzteren hatte somit eine Aufspaltung bis zu nich 
mehr fallbaren Substanzen nicht stattgefunden. Nach Rona!) iibe 
hdherwertige Alkohole einen ungiinstigen Einflu8 auf die Ausflockuny 
der KiweiBk6érper durch Hitze. Da Milchserum und Molke einen solchen 
in Form des Milchzuckers besitzen, so scheint eine Erklarung fiir dic 
unvollstandige Fallung des EiweiBes bei der Hitzekoagulation gegeben 
Andererseits liegt aber auch die Méglichkeit vor, daB der durch Hitz 
nicht mehr faillbare Anteil an Serumeiweif} etwas anderes vorstell! 
als das hitzekoagulable EiweiB, dariiber kénnten nur eingehender: 
Untersuchungen AufschluB geben. Ein von uns durchgefiihrter Versuch 
spricht zunachst nicht fiir diese Auffassung. Hierbei wurde Milch fiu 
die Dauer einer Minute auf verschiedene Temperaturen erhitzt und 
dann das Alaunserum hergestellt, in welchem sowohl der Gesamt 
und der hitzekoagulable Stickstoff wie auch der durch Gerbsiure und 
durch Phosphorwolframsiure koagulable Stickstoff festgestellt wurde 


Tabelle VII. 





. 38 A flocktes ~ Durch Erhit I t durch Durch 
B_ | 82 || ‘Scrumeiweis || Durch Gerb- | Gee'Serums fills | Erhitzen gefille | Phosphor: 
85 3 2 in lp des spss barer N in% des ter N in des | wolframsaure 
2 5 => r : 
eh | U as [sos i 02s oo» : 
go see S552, fall Malle 233 2932 fal. | Richt 
23 RE: Serums 23 z 2 N bares Serums 24 2 8 Serums 2x : 5 barer od 
a* 23 sos") % | % 233° sg” ff 
roh 0,100 0,000 0,0 0,071 0,029 0,053 74,6 0,053 74,6 | 0,072 0,028 
70° $0,096 0,004 5, 0,068 0,028 0,051 71,8 | 0,055 77,5 0,069 0,027 
80 0,081 '0,019 26,8 | 0,052! 0,029 0,037 52,1 | 0,056 78,9 0,054 0,027 
90 | 0,056 0,044 62,0 | 0,027 0,029 0,014 19, 0,058 81,7 | 0,028) 0,028 
95 0,047 0,053 746 0,018 0,029) 0,009 12,7 0,062 87,3 0,020 0,027 
100 =-0,045 0,055 77,4 (0,017 0,028 0,007 9.9 . 0,062 87,3 0,018 0,027 


100 =0,042 0,058 81,7 | 0,013 0,029 0,005 7.0 0,063 88,7 0,014 0,028 
10 Min. 


Aus Tabelle VII ist ersichtlich, daB ein Erhitzen der Milch, ver- 
bunden mit nachfolgendem Erhitzen des Kalialaunserums, insgesamt 
eine gréBere Ausflockung von Serumeiweif bedingt als das Erhitzen 
des Serums der rohen Milch. Schon das 1 Minute lange Erhitzen der 


') Rona in Oppenheimers Handb. d. Biochem. 1, 245. 
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lilch auf 95° bewirkte eine Koagulation von Serumeiweif in dem 
cleichen Umfange wie das 1 Minute wahrende Erhitzen des Serums 
roher Milch auf 100°. Die 1 Minute auf 100° erhitzte Milch dagegen 
hatte eine nicht unerheblich gréBere Abnahme im Gehalt an Serum- 
ciweiB zu verzeichnen. Die Gesamtmenge des ausgeflockten Serum- 
ciweiBes war um so gréBer, je héher die Milch erhitzt wurde. Bei 
i) Minuten langem Erhitzen der Milch auf 100° und nachfolgendem 
Krhitzen der Molke waren fast 90° des aus rohem Milchserum durch 
Gerbsaure faillbaren Stickstoffs zur Ausflockung gelangt. In der Milch 
selbst also herrschen Verhaltnisse vor, die unter Umstinden eine gréBere 
Ausflockung von Serumeiweif bedingen als das Erhitzen des Serums. 
Gleichwohl gelingt es auch auf diesem Wege nicht, eine quantitative 
Entfernung des gesamten, durch Gerbsiure fallbaren Eiweibes zu be- 
wirken. Endlich sei noch bemerkt, da8 auch hier die Phosphorwolfram- 
siure eine um ein Geringes héhere Stickstoffmenge zur Ausfallung 


brachte als Gerbsiure. 

In der Literatur finden sich verschiedene Angaben tiber den Umfang 
der Ausflockung von Milchalbumin. So gibt Steward!) an, daB bei 
30 Minuten langem Erhitzen auf 80° alles Albumin ausgeflockt werde, 
wihrend Popper*) fand, daB beim Kochen der Milch etwa 75%, des 
SerumeiweiBbes zur Abscheidung gelangen. Diese letzteren Werte ent- 
sprechen in recht guter Ubereinstimmung den unseren, wihrend die 


Stewardschen Werte kaum in Einklang mit den unseren und denen 
von Popper zu bringen sind. 

Auf Grund dieser Verhaltnisse kann aber nicht empfohlen werden, 
den Albumingehalt des auf irgend eine Weise erhaltenen Milchserums 
durch Hitzekoagulation zu bestimmen. Manche Lehrbiicher beriick- 
sichtigen dies noch nicht. So gibt z. B. Teichert in seinem Werke ,,Me- 
thoden zur Untersuchung von Milch- und Molkereiprodukten* auf 
8. 85/86 zwei Methoden an, die die denkbar verschiedensten Resultate 
liefern. Die eine Bestimmung erfolgt in der Weise, daB das Filtrat 
der Caseinbestimmung nach Hoppe-Seyler, d. h. einer Caseinsiurefillung, 
einige Minuten im Sieden erhalten wird, waihrend die andere Methode 
die Bestimmung des Albumins durch Gerbsiurefillung vorsieht. 

So sind auch die Untersuchungen einer Reihe von amerikanischen 
Forschern nicht als vollkommen exakt zu bezeichnen, wenn auch 
zugegeben werden mag, dai der von ihnen begangegene Fehler so 
gering ist, daB ihre Versuchsergebnisse dadurch kaum getriibt werden. 
Um nimlich die Wirkung verschiedener EiweiBarten in der Ration 
der damit ernihrten Tiere festzustellen, stellten sich Osborne und 

1) Steward, zitiert nach Tjaden in Sommerfelds Handbuch der Milch- 


kunde 1909, 8S. 725. 
*) Popper, ebendaselbst, 8. 725. 
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Mendel), Me Collum?), Simmonds und Pitz?), Druwmmond?*), Mite/:l 
und Nelson®) eine sogenannte ,,proteinfreie Milch‘* in der Weise h 
daB sie Zentrifugenmagermilch zum Zwecke der Entfernung des Case) :\, 
mit Salzsiure versetzten und das Filtrat von der Caseinfaillung 4% Minut; 
kochten, um das EiweiB aus dem Serum zu entfernen. Das mit Sova 
neutralisierte und eingedickte Filtrat, das sie als ,,proteinfreie Milc|: 
bezeichnen, gelangte als Kohlehydrat- und Salzquelle zur Verfiitteruny 
Kennedy®) weist bereits darauf hin, daB diese sogenannte ,,protein- 
freie Milch*‘ stickstoffhaltige Substanzen enthalt, welche bei der Hydro 
lyse erhebliche Mengen von Ammoniak und Aminostickstoff bilden 
und vermutet infolgedessen die Anwesenheit von EiweiBkérpern ode: 
héher molekularen Abbauprodukten derselben. 

Es lag nun nahe, unsere Beobachtungen auch fiir die groBe Praxis 
nutzbar zu machen. Bekanntlich wird die Molke, die auf Milchzucker 
verarbeitet werden soll, zunichst enteiweibt. Es ist wichtig, daB dic 
EnteiweiBung eine méglichst vollstindige sei, damit der Fabrikations. 
gang und die Milchzuckerausbeute darunter nicht leiden. Bisher ge 
schah die EnteiweiBung in der Weise, daB der zu behandelnden siiBen 
Molke ein gewisses Quantum saurer Molke in der Hitze zugesetzt 
wurde, wobei sich der ,,Ziger als grobflockige Masse abscheidet, dic 
sich bald zu Boden setzt. Oft genug erhalt man aber eine schwammige 
Masse, die sich an der Oberfliche sammelt, oder ein ganz staubfeines 
Gerinnsel, das sich erst nach stundenlangem Stehen und selbst dann 
nur unvollkommen von der Fliissigkeit abtrennen liBt. 

Diese verschiedenartigen Verhiiltnisse werden, wenn nicht aus 
schlieBlich, so doch wohl in stiirkstem Ma8e durch die wechselnde 
Aziditait der Molke bedingt. Stark saure Molken miissen, da bei ihrer 
hohen Aziditét hitzekoagulables EiweiB sich iiberhaupt nicht abscheidet. 
mit Alkalien, z. B. Kalk oder Soda, abgestumpft werden, damit Eiweil 
abgeschieden werden kann. Eine derartige Behandlung wurde in 
verschiedenen Milchzuckerfabriken schon in den ersten Jahren des 
20. Jahrhunderts angewendet. Das im Jahre 1916 verdéffentlichte 
Mihrinverfahren, bei welchem auch die sii8e Labmolke 12 bis 24 Stunden 
siuern muB und dann mit Kalk bis zu dem Siuregrade abgestumpft 
wird, bei welchem eine optimale Fallung von Eiweif8 zu erwarten ist. 
ist schon aus dem Grunde fiir die Milchzuckerfabrikation wertlos 


1) Osborne und Mendel, Journ. of biol. chem. 15, 318, 1913; 16, 426, 
1913; 17, 404, 1914; 22, 256, 1915. 

2) Mc Collum, ebendaselbst 28, 485, 1916. 

3) Simmonds und Pitz, ebendaselbst 28, 485, 1916. 

4) Drummond, Biochem. Journ. 16, 91, 1916. 

5) Mitchel und Nelson, Journ. of biol. Chem. 23, 461, 1915. 

8) Kennedy, Journ. of the amer. chem. Soc. 41, Nr. 3, 1919. 
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weil hierbei eine erhebliche Menge von Milchzucker ganz unndotiger- 
weise vernichtet wird. Das Mihrinverfahren wire héchstens da an- 
gebracht, wo es sich um die Gewinnung von Molkeneiweib, nicht aber 
um die Gewinnung von Milchzucker handelt. Aber auch die Ver- 
wendung von Sauer in den Milchzuckerfabriken bedeutet eine unnotige 
Verschwendung wertvollen Materials, wenn es moglich ist, die Ent- 


eiweiBung auf anderem Wege zu erzielen, der nicht kostspieliger ist. 

Unter den von uns untersuchten Salzen ist Chlorcalcium das 
billigste, und es lag nahe, seine Wirkung im groben zu erproben. Die 
nachstehend geschilderten Versuche, die von Kurtenacker in einem 
ostpreuBischen Milchzuckerbetriebe vorgenommen wurden, ergaben 


tatsichlich, daB die EnteiweiBung der Molke durch Chlorcaleium fiir 
die Zwecke der Milchzuckerfabrikation vollkommen brauchbar ist. 
Ks wurden zuniichst verschiedene Versuche angestellt, bei denen zur 
KnteiweiBung das in diesem Betriebe iibliche Sauer verwendet wurde, 
die Mischungen von Molke und Sauer wurden in der Weise hergestellt, 
daB verschieden ansteigende Siiuregrade der Molke erzielt wurden. 
Kbenso wurden bei dem Chlorcalciumzusatz steigende Mengen des 
Salzes verwendet. Bei der Untersuchung der Molke nach dem Erhitzen 
wurde selbstverstindlich die durch das Einleiten von Dampf bedingte 
Volumvermehrung beriicksichtigt. Die Ergebnisse der Versuche sind 
in Tabelle VIII niedergelegt. 


Tabelle VIII. 





Anges , Zugesetzte Stickstoff- | Stickstoff-  Aus- 
wandte —- — Menge = Sauregrad  gehalt der gehalt der geflockte 
Molkens fiischen ‘Scour CaCh des unerhitzten erhitzt yee N-«Menge 
menge Molke + 2H2O Gemisches Molke wesenen —_ in "py des 
Liter ; Liter oF, %y Molke °|) |Gesamt-N 


at 


o 


300 0,140 0,082 39,1 
850 . Jf 0.125 0071 43,2 
300 0141 007 38.3 
300 47 2, 0.112 000 46,4 
300 . 0,05 oO 0,136 0.075 449 
300 6 0,10 6 0.137 0,066 48.2 
300 0.15 0.125 0,089 44.5 
300 0,20 0.139 0,076 45,3 
300 6 0,25 6 0.139 0,075 46,0 
220 0,30 0.139 0,077 44.6 
1020 . 0,10 0,143 0.073 49.0 
975 5 0,10 % 0,141 0.074 47.5 


Die Versuche bestatigen die bereits bei den Laboratoriumsversuchen 
gemachte Beobachtung, daB ein Zusatz von Chlorcalcium in ziemlicher 
Breite die Ausfillung von Molkeneiweib begiinstigt; waihrend aber 
bei diesen die giinstigsten Fallungsverhiltnisse bei einem Zusatz von 
0,3°, zu verzeichnen war, erwiesen sich hier geringere Zusiitze als 
zweckmiabiger, da hierbei das sich abscheidende KiweiB sehr viel grob- 
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flockiger war und sich rasch zu Boden setzte. Ein Zusatz von 0 
Chlorcalcium bewirkte ein so feinflockiges Gerinnsel, daB seine Trenn 
von der Molke mit groBen Schwierigkeiten verbunden war. Wir +r. 
blicken hierin eine Analogie zu den Befunden Bergs, der ja ebenfa\\s 
gefunden hatte, da unter den in der Praxis herrschenden Verhiltnis--) 
sich niedrige Siuregrade als zweckmibBiger erwiesen als bei den La!\0. 
ratoriumsversuchen. 

Die Rentabilitat des Chlorcalciumverfahrens gestaltet sich giinstive1 
als die des Sauerverfahrens. Trotz der Kosten fiir das Chlorealciiin 
ergibt sich eine Verbilligung des Verfahrens, die auf dem Gewinn a: 
Milchzucker, der durch die Bereitung des Sauers verloren geht, berulit 
Unter der Annahme, daB 1 Molekiil Milchzucker 4 Molekiile Milch 
siure liefert, ergibt die Berechnung, daB bei einem Sauer von 60 Saure- 
graden nach Soxhlet-Henkel 9,3 ¢ Milchzucker im Liter in Milchsiiun 
verwandelt werden. Rechnet man bei der Verarbeitung von 1000 Litern 
Molke mit einem Zusatz von 54 Litern Sauer, so ergibt sich ein Verlust von 
500 g Milchzucker. Diese besaBen zu der Zeit, als die Versuche durch- 
gefiihrt wurden, einen Wert von 50 #6, wihrend 1 kg Chlorcalcium ni 
16 & kostete. Bei einer jaihrlichen Verarbeitung von 2 Millionen Litern 
Molke im Jahre wiirden sich damals (Sommer 1922) die Kosten des 
Sauers auf 100000 #6, die des Chlorcalciums dagegen nur auf 32000 ./( 
gestellt haben. 

Der Milchzuckerbetrieb, in dem diese Versuche angestellt worde: 
waren, arbeitet noch jetzt nach diesem Verfahren. 

Der Hauptwert des Milchalbumins ist in seiner Verwendung als 
Futter- und Nahrungsmittel begriindet, und zwar teils ohne weitere 
Behandlung, teils in Form von ,,Kise“. Diese Bezeichnung ist insofern 
unzutreffend, als wir mit dem Begriff Kise eine weitgehende Ver. 
ainderung des Rohmaterials durch bakteriellen Abbau  verbinden 
Kinem solchen aber sind die MolkeneiweiBk6rper in sehr viel geringerem 
Mae zuginglich als das Casein, wie Kisungsversuche ergeben haben 
Diese Erscheinung kann einmal dadurch begriindet sein, daB das 
Albuminmolekiil infolge seiner chemischen Konstitution schwere: 
abbaufiahig ist als das Casein, zum anderen ist auch die Méglichkeit 
gegeben, daB beim ,,MolkeneiweiB* die Hitze ungiinstig auf die Ver 
daulichkeit eingewirkt hat. Der ungiinstige EinfluB der Erhitzung aut 
die Verdaulichkeit der Milch ist ja verschiedentlich, so von Schlossmann') 
Abderhalden und Kramm?) und Gabathuler*) hervorgehoben worden 

Zur Prifung der Wirkung der Erhitzung wurden sechs Proben 
von je 50 ccm Labmolke der Verdauung durch Pankreatin unterworfen 

1) Schlossmann, Zeitschr. f. physiol. Chem. 22, 197, 1896. 


2) Abderhalden und Kramm, ebendaselbst 77, 468, 1912. 
3) Gabathuler, Fermentforschung 3, H. 2, 1921. 
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n denen drei Proben rasch zum Sieden erhitzt und dann wieder 

gekiihlt worden waren. Die anderen drei Proben wurden nicht 
erhitzt. Samtliche Proben wurden mit je 0,25 g¢ Natriumbicarbonat 
und 0,05 g Pankreatin sowie etwas Toluol versetzt und bei 37° be- 
briitet. Nach zwei-, vier- und achtstiindiger Verdauung wurde je eine 
Probe des Verdauungsgemisches von roher und erhitzter Molke nach 
Sdrensen auf ihren Gehalt an Aminostickstoff untersucht. Vorher 
war natiirlich der Gesamt- und der Aminostickstoff der rohen Molke 
bestimmt worden. Die Ergebnisse sind aus nachstehender Tabelle LX 
ersichtlich. 

Tabelle IX. 
N-Gehalt der rohen Labmolke 0,127%, Amino-N = 0,0074° 5. 





, Gehalt der . . Gehalt der ers - . 
Vers rohen Molke Z¥aahme an | Verdaut in bitzten Molke Zunahme an Verdaut in 


dauungszeit 4, Amino-N Amino-N % den. len Amino’ Amino 8g des 
GesamtsN : Gesamt-N 


Std. % Ff) i 'e 


2 0,025 0,0176 14,7 0,021 0,0136 
4 0,032 0,0246 20,6 0,025 0,0176 
8 0,041 0,0336 28,1 0,031 0,0236 


In Ubereinstimmung mit den Befunden der oben genannten 
Autoren, insbesondere von Gabathuler, ergab sich somit eine bessere 
Verdauung des rohen als des durch Hitze koagulierten EiweiBes. 

Aber auch vergleichende Versuche zwischen der Verdaulichkeit 
des Caseins und des durch Hitzekoagulation erhaltenen MolkeneiweiBes 
ergaben, daB Casein der Verdauung sowohl durch Pepsin wie auch 
durch Pankreatin sehr viel leichter zugiinglich ist als das MolkeneiweiB. 

Die Versuche wurden in der Weise ausgefiihrt, da die méglichst 
gleichzeitig abgewogenen Mengen von Quarg bzw. Molkeneiweif} in 
je 100ccm Wasser suspendiert wurden. Fiir die Pepsinverdauung 
wurden noch je 50 ccm einer 0,2proz. Pepsinlésung und n/5 Salzsaure, 
fiir die Pankreatinverdauung je 50 cem einer 0,2 proz. Pankreatinlésung 
und n/l10 NaHCO, hinzugefiigt. Zur Verhiitung einer Faulnis bei 
den Pankreatinversuchen diente Toluol. Siimtliche Proben wurden 
bei 37°C digeriert. Gleichzeitig wurden noch Kontrollversuche ohne 
Quarg bzw. MolkeneiweiB ausgefiihrt, die hierbei erhaltenen Werte 
wurden von den bei den Digestionsversuchen ermittelten in Abzug 
gebracht. In Tabelle X sind die bei der Verdauung von Quarg, also 
hauptsichlich Casein enthaltendem Material, erzielten Resultate nieder- 
gelegt. Wir sehen, daB die Pepsinverdauung schon nach 12 Stunden 
einen verhiltnismaBig groBen Umfang angenommen hat, wie nicht 
nur in der Menge des gelésten, sondern auch des Aminostickstoffs 
zzm Ausdruck kommt. Nach 20 Stunden sind diese Werte noch hoher. 
Die Pankreatinverdauung zeigt einen noch gréBeren Umfang, als Zeichen 
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Tabelle X. 





Nach der Verdauung 
An- Dauer Geld I : I 
. ; seloster N f st ch v l 
gewandte N-Gehalt — der Di« same che AMIROAN BAER van 5 
Substanz- G gestion 
menge G G 


Std. 


in % des in %p des in 
Gesamt G Gesamt gelo 
N N N 


Pepsinverdauung von Quarg 
0,1509 12 01171 77,65 00,0163 | 10,81 
0,1639 20 || 0,1295 | 78,99 0,0210 , 12,81 
Pankreatinverdauung von Quarg 
4.8249 0,1656 14 0.1440 89.00 0.0301 18,15 
5,8276 0,2000 24 0.1620 80.98 90,0408 20,39 
5,5024 0,1888 40 0,1597 | 8459 0.0432 | 22,88 
6,7812 02327 48 0,1976 , 84,90 0,0636 27,32 
5,0760 0,1742 60 0,1421 81,58 0.0530 30,42 
Tabelle XI. 
Pepsinverdauung von MolkeneiweiB 
5,4649 0,1021 20 0,0997 | 97,72 90,0105 10,33 10,57 
Pankreatinverdauung von MolkeneiweiB 
3,7719 0,0705 15 0,0653 92,66 0,0096 | 13,57) 14.64 
4.8017 0,0897 24 0,0838 93,41 00128 14,23 15,23 
5,4126 0,1011 40 0.0987 | 97,60 0,0147 14,58 14,94 
62070 0.1159. 720,160 100,00} 0.0156 15,57 15,57 
5,0426 0,0942 116 — — 0,0151 16,02 16,02 
dafiir, daB das Casein auch ohne vorhergegangene peptische Verdauuny 
der tryptischen Verdauung in sehr weitgehendem MaBe zuginglich ist 

Ganz anders liegen die Verhiltnisse beim MolkeneiweiB. Schon 
die Pepsinverdauung besitzt einen wesentlich geringeren Umfang als 
die des Caseins, in noch héherem MaBe kommt dies bei der Pankreatin- 
verdauung zum Ausdruck. Vor allem ist trotz ausgedehnter Verdauungs 
zeit nur ein ganz geringes Fortschreiten in der Menge des Amino- 
stickstoffs zu verzeichnen, die eine nennenswerte Verdauung nicht zum 
Ausdruck bringt. DaB eine solche indessen stattgefunden hatte, bewies 
das Auftreten, wenn auch nur geringer Mengen, von freiem Tryptophan, 
die vermittelst der Bromwasserreaktion nachgewiesen wurden. 

Diese starke Resistenz des koagulierten Molkenalbumins gegen 
Pankreatin, wie sie in den vorliegenden Versuchen zum Ausdruck kommt, 
erklart auch seinen Widerstand gegen bakterielle proteolytische Fer- 
mente, die ja ebenfalls tryptischer Natur sind, und beweist aufs neue, 
daB die EiweiBkérper der Molke, namentlich in hitzekoaguliertem Zu- 
stande, kein geeignetes Material fiir die Herstellung von Kase sind. 

Kine der Pankreatinverdauung vorausgehende Pepsinverdauung 
wird natiirlich, ebenso wie bei anderen EiweiBk6rpern, die der direkten 
Pankreatinverdauung ebenfalls nicht zuginglich sind, seine Verdaulich- 
keit sehr stark erh6hen und unter diesen normalen Bedingungen erweist 
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sich das MolkeneiweiB dem Casein iiberlegen. Wie Osborne und Mendel’) 
zeigten, ergibt sich bei Ratten der gieiche Wachstumseffekt, wenn 
das Futter 15° Casein oder 9°, Milchalbumin enthielt. Eine Zulage 
von Cystin zu einer geringeren Caseinmenge (12°), die fiir sich allein 
das Wachstum nicht in gleichem Mae unterhielt wie 9° Albumin, 
brachte diese Caseinmenge in seiner Wirkung dem Albumin wesentlich 
niher. Eine weitere Aminosiure, die der tierische Kérper unbedingt 
ben6tigt, anscheinend aber nicht selbst herzustellen vermag, ist das 
Tryptophan. Seiner quantitativen Bestimmung standen bisher sehr 
erhebliche Schwierigkeiten entgegen, die namentlich darin begriindet 
sind, daB einmal das freie Tryptophan, dessen qualitativer Nachweis 
kolorimetrisch leicht méglich ist, sehr leicht zersetzlich ist, anderer- 
seits es! nur schwer gelingt, die Tryptophankomponente quantitativ 
aus den EiweiBkérpern abzuspalten. Erst in neuerer Zeit haben Fiirth 
und Nobel?) die Methode von Voissenet derart modifiziert, da eine 
quantitative Tryptophanbestimmung mit derselben auch in nicht 
hydrolysierten EiweiBkérpern erméglicht wird. Nach ihrer Methode 
bestimmten sie den Tryptophangehalt des Caseins zu 2,2°,, den des 
Milchalbumins zu 2,9%, wihrend die FrauenmilcheiweiBkérper sehr 
viel tryptophanreicher waren (bis zu 6,8°). 

Wir stellten in der gleichen Weise einige Versuche an, wobei wir, 
da uns reines Tryptophan nicht zur Verfiigung stand, nach dem Vor- 


schlag von Fiirth und Nobel eine 0,01 proz. Gentianaviolettlésung als 
Vergleichslésung benutzten. Die an Kalialaunserum erhaltenen Re- 
sultate sind in Tabelle XII niedergelegt. 


Tabelle XII. 





_ ; re T hange 2S 
N-Gehalt | Durch Gerb- _ Eiweifigehalt nee 
des Serums saure fallbarer N= des Serums*) Geramne Serumeiweifes 


Fp ‘ "lo 7 


0,119 0,091 0,577 0,015 
0,104 0,077 0,488 0,012 
0,109 0,081 0,514 0,018 


0,121 0,093 0.590 0.021 
0,101 0,074 0,469 0.016 


Mittel 3,1 


Danach betrug der Tryptophangehalt der Serumeiweibkorper 
im Mittel 3,1° mit Schwankungen von 2,5 bis 3,6, Werte, die in recht 
guter Ubereinstimmung zu den von Fiirth und Lieben gefundenen stehen. 


1) Osborne und Mendel, Journ. of biol. Chem. 20, 351. 

2) Firth und Nobel, diese Zeitschr. 109, 103, 1920; vgl. auch Fiirth und 
Lieben, ebendaselbst, 8. 124. 

3) EiweiB-N < 6,34. 
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Wir versuchten nun weiterhin festzustellen, ob und in welch«r 
Umfange sich die hitzekoagulablen EiweiBkérper von den durch Hi 
nicht fallbaren in ihrem Tryptophangehalt unterscheiden. Zu dies: y 
Zwecke wurde mit dem erhitzten Kalialaunserum nach der Filtration 
nochmals die Tryptophanprobe angestellt. Sie fiel in den meisten 
Fallen negativ aus, nur hin und wieder erhielten wir ganz schwac\ie 
Farbungen, die sich aber kolorimetrisch nicht festlegen lieBen. Bein 
Eindampfen der Filtrate von hitzekoagulablem Eiweif8 auf etwa cin 
Viertel konnte dann auch in den Fallen, in denen die Probe vorhe: 
negativ ausgefallen war, eine positive Reaktion erzielt werden, abe 
auch hier war eine kolorimetrische Fixierung nicht mdéglich. 

Bei weiteren Untersuchungen in der gleichen Richtung, die wi: 
an Labmolke anstellten, ist zu beriicksichtigen, da infolge der Lab.- 
wirkung Spaltprodukte des Caseins entstehen, die tryptophanhaltiy 
sein kénnen und deren Tryptophangehalt mit dem des Caseins niclit 
ohne weiteres iibereinzustimmen braucht. Zu ihrer Feststellung wurde 
aus der gleichen Milch das Kalialaunserum hergestellt und in bezug 
auf seinen Stickstoffgehalt und seinen Tryptophangehalt untersucht 
Das Lab lieBen wir in vier Proben derselben Milch 10 Minuten, 2, 4 
bzw. 5 Stunden einwirken. 

Im Kalialaunserum wurde der Gesamt- und der durch Gerbsiure 
fillbare, sowie der hitzekoagulable Stickstoff, weiterhin der Tryptophan- 
gehalt des unerhitzten und des erhitzten Serums bestimmt. Die gleichen 
Bestimmungen wurden in den Labseren durchgefiihrt, wobei zur Ver- 
volistindigung der Hitzekoagulation ein Zusatz von 0,3°% Chlor- 
calcium zur Labmolke erfolgte. Uber die Verschiebung des Stickstoffs 
in den Labseren gegeniiber dem Kalialaunserum unterrichtet uns 
Tabelle XIII. 

Tabelle XIII. 





Stickstoff. a". Sites Zuwachs in der Labmolke an 
Dauer der gehalt des Gerbsiure koagulabler | ne : 
Labwirkung Serums fallbarer N N |, Gesamt*-N WW. Citable 
0 | N N 


0; 0 0 
10 0 10 | 0 


10 Min. 0,134 -- 0,074 0,021 0,010 0,011 
2 Std. 0,139 — 0,072 0.026 0,008 0,018 
ery, 0,141 —- 0,067 0,028 0,003 0,025 
6. - 55 0,144 — 0,067 0,031 0,003 0,028 
Kalialaunserum 0,1 13 0,086 0,064 ¥ - - 


Wir finden bereits nach 10 Minuten langer Einwirkung des Lab 
ferments einen Zuwachs von 0,021 °% Stickstoff in der Molke, der zu 
nahezu gleichen Teilen auf hitzekoagulablen wie nicht hitzekoagulable: 
Stickstoff entfallt. Mit Zunahme der Dauer der Labwirkung steig' 
auch die Menge des aus dem Casein abgespaltenen Stickstoffs bis aut 
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v,031 % nach 5 Stunden. Die Zunahme an hitzekoagulablem Stickstoff 
wird aber immer geringer und betrigt zuletzt nur noch 0,03% des 
Serums. Wéahrend der Digestionsdauer findet also ein nicht unerheb- 
li her Abbau von Spaltungsprodukten des Caseins statt, die bei kurzer 
Einwirkungsdauer zu einem groBen Teil aus hitzekoagulablen Sub- 
stanzen bestehen, spater aber in nicht hitzekoagulable Substanzen 
abgebaut werden, so daB der Zuwachs an nicht koagulierbarem Stick- 
stoff schlieBlich rund 90° des aus Casein tiberhaupt abgespaltenen 
Stickstoffs betriagt. Es laBt sich hier also eine proteolytische Tatigkeit 
des Labferments erkennen, die sich nicht nur auf die Abspaltung von 
Bausteinen aus dem Casein beschrankt, sondern weiterhin noch auf 
die Spaltprodukte, das sogenannte Molkenprotein, wirkt. Die Auf- 
fassung Petrys1), daB dieses ein Gemisch verschiedener albumose- 
artiger Substanzen vorstellt, erhalt hierdurch eine weitere Bestatigung. 

Aus Tabelle XIV ergibt sich nun die Verteilung der Tryptophan- 
komponente auf die einzelnen Stickstofffraktionen. 


Tabelle XIV. 





Tryptophangehalt 


Dauer der 59 im Filtrat der hitze- oe der 

Labwirkung der Molke 9° sen der Hitze- koagulablen der ag Spaltungs- 
Of eeechott a) Koagulation — Eiwe.Bs pecie’ —_produkte 
Of fy Derecunet °) % kOrper — des Caseins 


10 Min. 0,022 3,24 0,006 3,41 3,0 3,0 


2 Std. 0,023 3.24 0,006 3.73 2'5 3.0 
ae 0,025 3,46 0,009 3,77 3,3 3,9 
>. vs 0,025 3,44 0,009 3,77 2,9 3,5 
Kalialaunserum 0,018 3,30 0,004 3,45 3,0 ome 


Es zeigt sich aus der Zunahme des Tryptophangehalts der Molke, 
daB infolge der Labwirkung tryptophanhaltige Komplexe abgespalten 
werden. Der Tryptophangehalt derselben bewegt sich im groBen Durch- 
schnitt auf derselben Héhe wie der Tryptophangehalt der Serum- 
eiweiBkérper, wie sowohl aus Spalte 3 hervorgeht, in welcher der 
Tryptophangehalt sowohl der durch Gerbsiure fallbaren Stickstoff- 
substanzen des Kalialaunserums, wie der Summe dieser und der durch 
Lab aus dem Casein abgespaltenen Bausteine angegeben sind, wie 
auch aus dem berechneten Tryptophangehalt der Spaltungsprodukte 
selbst. Es kénnte hier eingewendet werden, daf der Stickstoffgehalt 
der Abbauprodukte ein anderer sei als der des Caseins.« Dieser Einwand 
verliert aber sofort seine Bedeutung, wenn wir unsere Ergebnisse dahin 
formulieren, da der Tryptophangehalt der Spaltungsprodukte in 
nahezu konstantem Verhiltnis zu ihrem Stickstoffgehalt steht und 


1) Petry, Beitr. z. chem. Physiol. u. Pathol. 8, 339, 1906. 
2) EiweiB = (N — 0,027) . 6,34. 
Biochemische Zeitschrift Band 137. 31 
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hierbei dasselbe Verhialtnis aufweist wie das KiweiB des Kalialauy 
serums. In jedem Falle ist es aber bemerkenswert, daB der mittler 
Tryptophangehalt der Spaltungssubstanzen mit etwa 3,3 bis 3,4 wesent. 
lich hoher ist als der Tryptophangehalt des Caseins, den Fiirth und 
Lieben mit rund 2,2% angeben. Es ergibt sich daraus, daB durch das 
Labferment aus dem Casein tryptophanreichere Komponenten ab 
gespalten werden, als dem Casein selbst entspricht. 

Andererseits haben Verdauungsversuche von Fiirth und Liebey 
ergeben, daB bei der tiefergehenden Verdauung die Abspaltung de; 
Tryptophans parallel mit der Aufspaltung der EiweiBkérper verlauft 
daB also eine bevorzugte Abtrennung des Tryptophans nicht erfolgt. Zu 
Priifung dieser Verhiltnisse stellten wir deshalb zwei Versuche mit 
Labmolke an, die bei bicarbonatalkalischer Reaktion unter Zusaty 
von Toluol 4 bzw. 8 Stunden der Pankreatinverdauung unterworfen 
wurde. Dann wurde der Aminostickstoff nach Sérensen bestimmt 
und im Filtrat der Phosphorwolframsiurefillung der Anteil an freiem 
Tryptophan ermittelt. Nach vierstiindiger Digestion waren 18,0°, 
des Gesamteiweifstickstoffs als Aminostickstoff 20,0°% des gesamten 
Tryptophans in freiem Zustande vorhanden. Nach achtstiindige 
Digestion betrugen die entsprechenden Werte 27,8 und 28,0%. Hier 
zeigt sich also in Ubereinstimmung mit den Befunden von Fiirth und 
Lieben ein vollstindiger Parallelismus in der Abspaltung von Trypto 
phan und Bildung von Aminostickstoff. 


Zusammenfassung. 

Das Ergebnis der vorstehenden Untersuchungen ist, kurz zusammen- 
gefaBt, folgendes: 

1. Die Serumeiwei®kérper der Milch sind durch Hitzekoagulation 
selbst im giinstigsten Falle nur unvollstindig fallbar. Es gelingt nicht 
durch Zusatz von Siuren oder Salzen die Ausflockung quantitati\ 
zu gestalten, es ist nur méglich, den Umfang der Koagulation durch 
einen derartigen Zusatz auf ein Optimum zu bringen. Dieses wird 
durch eine in verhaltnismaifig geringen Grenzen schwankende Wasser- 
stoffionenkonzentration bedingt, die sowohl durch Sauren, wie auch 
durch saure Salze hervorgerufen werden kann. Als solche kommen 
in erster Linie in Frage: Kalialaun, Chlorcalcium, Natriumbisulfat 
Das Chlorcalcium eignet sich in besonderem Mae zur EnteiweiBung 
der Molke im GroBbetriebe (Milchzuckerfabrikation). 

2. Bei einer Erhitzung der Milch finden Anderungen im Eiweif- 
gehalt des Serums statt, derart, daB bei Temperaturen von 70 bis 100 
steigende Mengen von SerumeiweiBkérpern ausgefillt werden. Diese 
Mengen kénnen gréBer werden als die im Serum roher Milch durch 
Hitze fallbaren EiweiBmengen. Trotzdem sind im Serum hocherhitzte1 
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Milch durch nochmaliges Erhitzen noch immer Eiweibkérper fallbar, 
ohne daB indessen auch in diesem Falle eine quantitative Ausflockung 
erzielt wird. 

3. Die nach der vollstindigen Fallung der Eiwei®kérper aus dem 
Serum durch Gerbsiiure oder Phosphorwolframsiure verbleibende 
Stickstoffmenge ist ziemlich konstant und betrigt im Mittel bei der 
Gerbsaiurefallung 0,028 °%, bei der Phosphorwolframsaurefallung 0,027 °%. 
Durch Phosphorwolframsiure werden somit anscheinend  geringe 
Mengen nicht eiweiBartiger Stickstoffverbindungen gefallt, die durch 
Gerbsaure nicht fallbar sind. Eine vorausgehende Erhitzung der Milch 
oder des Serums ist ohne EinfluB auf die Menge des Reststickstoffs. 

4. Durch das Erhitzen des Serums wird die Verdaulichkeit der 
darin enthaltenen EiweiBkérper herabgesetzt. Weiterhin wird das 
aus Labmolke erhaltene ,,MolkeneiweiB“ schwerer von Verdauungs- 
fermenten angegriffen als Quarg. Seine verhaltnismaBig groBe Resistenz 
gegen tryptische Fermente erklart auch die schlechte Eignung des 
MolkeneiweiBes fiir Kisereizwecke. 

5. Die durch eine kurz dauernde Labwirkung entstehenden Spalt- 





produkte des Caseins sind zum Teil durch Erhitzen fallbar, werden 
aber durch lingere Einwirkung des Labs so weit abgebaut, daB sie 
beim Erhitzen nicht mehr gerinnen. Bei kurz dauernder Labwirkung 
finden sich also in der Molke erheblich gréBere Mengen hitzekoagulablen 
Stickstoffs vor als bei lang dauernder Labwirkung. 

6. Der Tryptophangehalt des Milchserums bewegt sich je nach 
dem Stickstoffgehalt desselben zwischen 0,012 und 0,021 %. Die nicht 
hitzekoagulablen EiweiBkérper haben anscheinend denselben Trypto- 
phangehalt wie die hitzekoagulablen, ihr Tryptophangehalt betragt 
im Mittel 3,1%. Im Filtrat der Gerbsiure- und der Phosphorwolfram- 
siurefillung ist Tryptophan nicht mehr nachweisbar. 

7. Das Labserum weist infolge der durch die Labwirkung ent- 
standenen Spaltprodukte des Caseins einen erhéhten Tryptophan- 
gehalt auf. Der Tryptophangehalt dieser Spaltprodukte ist derselbe 
wie der der SerumeiweiBkérper, aber hcher wie der Tryptophangehalt 
des Caseins. Die im Filtrat nach der Gerbsiurefallung negativ aus- 
fallende Tryptophanreaktion beweist, daf das Labferment kein freies 
Tryptophan abspaltet. 

8. Die Tryptophanbestimmung im Verdauungsgemisch einer durch 
Pankreatin abgebauten Labmolke zeigt, daB die Abspaltung des 
Tryptophans aus dem Eiwei®molekiil im groBen ganzen parallel mit 
der Abspaltung der tibrigen Aminoséuren verliuft, daB also die bei 
der Wirkung des Labferments auf das Casein beobachtete Erscheinung 
hier nicht zutrifft. 


° 31* 





Die Fehler der Chlorbestimmung nach der 
Bangschen Mikromethode. II. 
Von 
Richard Prigge. 
(Aus der medizinischen Klinik des Biirgerhospitals zu Frankfurt a. \ 


(Eingegangen am 26. Februar 1923.) 


Angeregt durch die inzwischen von anderer Seite!) mit der von 
mir angegebenen Modifikation?) der Bangschen Chlorbestimmung 4 
machten Erfahrungen, will ich im folgenden einige weitere Tatsachen 
mitteilen, die sich mir, zum Teil erst nach AbschluB meiner ersten 
Mitteilung, beim Arbeiten mit dieser Methode ergeben haben. 

Ich hatte schon seinerzeit kurz darauf hingewiesen, daB die ein 
malige Extraktion der Blutblattchen nicht geniigt, um alles Chlo 


aus dem Blute zu gewinnen*). Die folgende Zusammenstellung zeigt 
an einem typischen Beispiel den Unterschied im Endresultat, der sich 
ergibt, je nachdem man die zum Nachspiilen erforderliche Alkohol- 
menge sofort abgieBt oder nochmals 3 Stunden stehen laBt; die beiden 
ixtraktionsfliissigkeiten wurden getrennt titriert (Tab. I). — 

Ich fand somit im zweiten Extrakt eine Chlormenge, die erheblich 
héher war, wenn man 3 Stunden stehen lieB, als wenn man sofort 
abgoB (die Werte verstehen sich nach Abzug des zum Umschlag ve 
brauchten Quantums n/100 AgNO,-Lésung). Dabei stimmten dic 
prozentualen NaCl-Werte, die sich aus der Summe der beiden Extrakte 
bei A. ergaben, gut .iiberein, wahrend sie bei B. sehr viel niedrige! 
lagen und unter sich erheblich divergierten. Der Versuch, die Blut 
blittchen noch ein drittes Mal zu extrahieren, zeigte, daB dann keine 
nachweisbaren Chlormengen mehr zu finden waren. — Besonders ein 


1) Schénfeld, diese Zeitschr. 184, 528, 1923. 

2) Ebendaselbst, 180, 442, 1922. 

3) Auch Claudius teilt mit, daB die danischen Forscher, die sich mit 
Bangs Methode der Mikrobestimmung des Chlors beschaftigt haben, fas 
alle finden, daB sie etwas unsicher ist, und da8 man nur etwa 90% de 
Chloride dadurch bestimmt. Verhandlungen d. Deutsch. Ges. f. im 
Med., 34. KongreB, 22, 138. 
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Tabelle I. 
Blut Nr. 5 (Pneumonie) I*). 





ur Untersuchung ver 
wandte Blutmenge 
mg com ccm com 


1. Extrakt 2. Extrakt Zusammen % NaCl 
im Blut 


nach 3 Stunden 


97 0,66 *) 0,17 0,83 0,501 

110 0,74 0,21 0,95 0,505 
nach 15 Sekunden 

90 | 0,68 0,03 0,66 0,429 

103 0.76 0,04 0,80 0.454 


leuchtend wurde durch diese Feststellungen ein weiterer Umstand auf- 
yeklart; bei einer gréBeren Versuchsreihe'), in der zu bestimmten 
Mengen defibrinierten Blutes stets so viel NaCl zugesetzt wurde, dab 
der NaCl-Gehalt um genau 0,2°% erhéht wurde, gelang es mir mit 
der Originalmethode nie, das zugesetzte Chlor innerhalb der iibrigen 
Fehlergrenzen quantitativ wieder zu bestimmen. Erst nachdem ich 
die zweite Extraktion eingefiihrt hatte, stimmten die Resultate gut 
iiberein. 
Tabelle II. 
Blut Nr. 5 II (nach Zusatz von 60 mg NaCl zu 30g Blut). 





pep ter mer an Dg 1, Extrakt 2. Extrakt Zusammen *Nect 
mg ccm com ccm 
nach 3 Stunden 
93 0,88 0,23 111 0,698 
104 0,97 0,27 1,24 0,697 
nach 15 Sckunden 
102 0,94 0,06 1,00 0,573 
116 1,14 0,04 1,18 0,595 
Hier wie oben fallt wieder die betrachtliche Divergenz der nach 
sofortigem AbgieBen des zweiten Extraktes gewonnenen Werte auf. 
AuBerdem sieht man, da der bei A. resultierende Wert sehr genau 
0,2% hoher liegt als der im unvorbehandelten Blute gewonnene, 
waihrend die Analyse nach B. einen Teil des zugesetzten NaCl nicht 
mitbestimmte (Durchschnittswert vor NaCl-Zusatz 0.44%, nach dem 
Zusatz 0,58). Das sehr erheblich abweichende Resultat, das Schénfeld 
beim Arbeiten mit meiner Methode gewonnen hat, fiihre ich zum Teil 
darauf zuriick, da er von der bei der Titration des zweiten Extraktes 


1) Die Wirkung der intravenésen Zufuhr groBer NaCl-Mengen II. Mit- 
teilung, Deutsch. Arch. f. klin. Med. 140, 168, 1922. 

2) Die Zahlen stellen die Menge der MaBfliissigkeit dar (n/100 Ag N Oy). 
die zur Bindung des in den einzelnen Extrakten enthaltenen NaCl ver- 
braucht wurde, 
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verbrauchten Ag NQO,-Menge einen zu hohen Blindwert abgezogen h. | 
Er selbst gibt nimlich an, daB zum Umschlag 0,025 cem ndétig sei: 

trotzdem zieht er bei seinen Titrationen stets 0,05 ccm ab (auch Ba), 
fordert in der dritten Auflage der Mikromethoden, 8.9, daB der |; 
Abzug zu bringende Blindwert von jedem Untersucher zuerst bestim: 
werden mu, da er auch geringer als 0,05 sein kann; ich habe 0,04 ccm 
zu einem fiir mich mit voller Schirfe wahrnehmbaren Umschlag ¢ 

braucht). Schdnfeld hat zur Titration der zweiten Extrakte stei. 
0,05 + 1 Tropfen (0,025), also 0,075 cem gebraucht, bis der Umschlag 
fiir ihn erkennbar war; da sein Blindwert 0,025 ist, hatte er somit 
stets 0,05 cem n/100 AgNO, zur Bindung des im zweiten Extrakt 
enthaltenen Chlors gebraucht, was einer konstanten Menge von 
(),02925 mg NaCl entspricht. Selbst in den zweiten Extrakten, dic 
sofort abgegossen wurden, fand ich diesen Wert jedoch stets etwas 
schwankend; natiirlich darf man bei so kleinen Quanten nicht mit 
ganzen Tropfen titrieren, sondern muB die MabBfliissigkeit teilstrich 
weise (je 0,01) zusetzen. Da ein stirker chlorkonzentriertes Blut einen 
héheren Chlorgehalt des extrahierenden Alkohols bewirkt, kann ja 
schon die am Léschblittchen selbst haftende, durch bloBes Nach 
spiilen gewonnene NaCl-Menge gar nicht konstant sein. Den Haupt 
grund fiir die Divergenz der Resultate vermute ich darin, daB Schénfel: 
die schon nach Zusatz geringer Ag NO,-Mengen auftretende Opaleszenz 
die durch das gebildete kolloidale Chlorsilber bedingt wird, mit dem 
Umschlag verwechselt hat; bei der Titration der Extrakte 1 ist diese 
Verwechslung natiirlich nicht médglich; die Opaleszenz tritt ein, lange 
bevor der Umschlag erwartet werden kann, und die Aufmerksamkeit 
bleibt daher fiir den das Ende der Titration anzeigenden lichtbraunen 
Ton reserviert. Die von Schénfeld ganz richtig beobachtete, etwa 
0,1 eem hodher liegende Verfairbung in Dunkelbraun (es handelt sich 
hierbei freilich nicht um einen ,,zweiten Umschlag‘‘) ist tibrigens nicht 
von der in der Lésung enthaltenen absoluten Menge Chlor abhingig. 
sondern von der Konzentration des Silberchromats und kann auch 
beim sogenannten Blindumschlag gut studiert werden. Selbstver- 
standlich hangt diese Konzentration nicht nur vom Uberschu8 der 
zugesetzten MaBfliissigkeit, sondern ebenso von der Menge des Loésungs- 
mediums ab. Deshalb ist ja auch die Einschrankung der gesamten 
Alkoholmenge auf ein Minimum unbedingt erforderlich, da nur so 
das Auftreten des braunen Farbtones rechtzeitig erkannt wird. Auch 
die von Schénfeld mitgeteilte Titration abgemessener Mengen von 
n/100 NaCl-Lésungen in 10 und 15ccm Alkohol bieten selbstver- 
stiindlich keinen Grund, von dieser Einschrinkung abzusehen. Denn 
da man ja den Umschlagspunkt von vornherein genau kennt, so ist 
die Aufmerksamkeit schon auf die erste Andeutung eines braunen 
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Farbtones gerichtet. Macht man freilich die Titration an verschiedenen 
Proben des gleichen Blutes (90 bis 110 mg), ohne nach dem Ausfall 
der ersten Titration zu berechnen, wo ungefahr der Umschlag bei 
den anderen Blattchen (mit gréBerer oder kleinerer Menge Blut, also 
auch Chlor) zu erwarten ist, so wird man bei Verwendung von mehr 
als 10cem Alkohol aus der gréBeren Divergenz der Resultate bald 
erkennen, wie wesentlich es ist, die Alkoholmenge méglichst einzu- 
schrinken: man muB so lange titrieren, bis der braune Farbton deutlich 
zu erkennen ist, und hierzu braucht man in gr6oBerer Alkoholmenge 
etwas mehr MaBflissigkeit. Auch am Blindumschlag kann man leicht 
feststellen, daB man zur Erzielung des gleichen Farbtones je nach der 
Menge des Alkohols mehr oder weniger Maffliissigkeit verbraucht. 
Ich war bislang der Ansicht, daB es keinen Sinn habe, die Tropfen- 
vroBe unter das zum Blindumschlag erforderliche Quantum zu ver- 
ringern. Ich hatte dementsprechend darauf hingewiesen, daB in einer 
NaCl-Loésung, die beispielsweise das Aquivalent von 0,91 cem 
n/100 AgNO, enthilt, nach Zusatz von 0,92 ccm Maffliissigkeit noch 
kein Umschlag wahrnehmbar ist, sondern erst nach Zusatz eines weiteren 
Tropfens von 0,04 cem, also bei 0,96; da man stets eine Menge abzu- 
ziehen hat, die dem individuellen Blindwert entspricht, so hatte ich 
schlieBlich mit 0,92 zu rechnen, was einem Fehler von + 0,01 cem 
n/100 NaCl-Lésung entspricht. Hatte man nach Zusatz von 0,92 cem 
nur noch Tropfen von je 0,01 zugesetzt, so ware die Titration bei 0,95 
abgebrochen worden; nach Abzug von 0,04 hatte der so bestimmte 
Wert der in der Lésung enthaltenen NaCl-Menge von 0,91 genau ent- 
sprochen. Es ergibt sich hieraus die Forderung, die TropfengréBe 
vom Blindumschlag zu lésen und mit Tropfen von 0,01 zu titrieren 
bzw. den Zusatz der MaBfliissigkeit auf diese Tropfengré8e einzustellen, 
sobald man in die Nahe des Umschlagpunktes kommt, den man ja 
bei Blut und Serum im voraus schon ungefahr kennt. So wird der 
durch die Titration bedingte Fehler nahezu ganz ausgeschaltet (0,01 ccm 
n/100 AgNO, = 0,00585 mg NaCl); es ist dann nur erforderlich, den 
individuellen Blindumschlag genau einzustudieren. Solange dagegen 
die Tropfengr6Be in Anlehnung an den Blindwert gewihlt wird, ist 
die Einschrankung der Fehlerquelle nicht méglich. Wiahlt man z. B. 
Tropfen von 0,025 cem, so ergibt sich folgendes: in einer NaCl-Lésung 
mége das Aquivalent von 0,93cem n/100 AgNO, enthalten sein: 
nach Zusatz von 37 Tropfen zu je 0,025 ccm ist dann das Aquivalent 
von 0,925 gebunden; der nichste Tropfen bringt dann noch keinen 
deutlichen Farbumschlag, da ein Uberschu8 von 0,025cem AgNO, 
als Minimum notig ist, um den braunen Farbton deutlich erkennbar 
zu machen; daran fehlen jedoch noch 0,005 cem (= 20%); man mub 
also noch einen weiteren Tropfen zusetzen, bis der Umschlag sichtbar 
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wird, und hat dann insgesamt 0,975 ccm MaBfliissigkeit verbraucht; na. |; 
Abzug eines Blindumschlages von 0,025 bleibt als Resultat 0,95; Fehl: 

+ 0,02! also derselbe Wert, der mit Tropfen von 0,04 cem als héchst. 
Fehler gefunden wurde. Die Verringerung der Tropfen von 0,04 auf 
0,025 cem bietet somit noch keinerlei Vorteil, und es ist schwer e:- 
findlich, was Schénfeld zu der Ansicht gebracht hat, daB die Verwendung 
von Tropfen zu 0,04 die Erzielung brauchbarer Resultate ausschlie{.. 
Es kommt eben gar nicht darauf an, welchem NaCl-Aquivalent de 
verwandte Tropfen entspricht, sondern lediglich darauf, zu welche 
Abweichen vom exakten NaCl-Wert der verwandte Tropfen zwing' 
(in beiden Fallen héchstens 0,02); und lediglich das NaCl-Aquivalent 
dieser Menge stellt den Fehler der Bestimmung dar. 
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Uber die Wirkung des Emulsins 
auf das System Blausiure—Benzaldehyd—Benzoxynitril. 


Von 


E. Nordefeldt. 
(Aus dem Biochemischen Laboratorium der Universitat Stockholm.) 


(Eingegangen am 27. Februar 1923.) 


Hinsichtlich der Enzymwirkung auf das im Titel erwaihnte System 
sind zwei Fragen besonders wesentiich: 

1. Welche Einfliisse itiben nichtenzymatische, und welche Ein- 
fliisse tiben enzymatische Katalysatoren auf die synthetischen und auf 
die Spaltungsvorgiinge aus ? 

2. Existiert — soweit tiberhaupt enzymatische Katalysatoren in 
Frage kommen — ein besonderes, spezifisches, synthetisierendes Enzym, 
eine Oxynitrilese und daneben ein besonderes spaltendes Enzym ? 

Die zweite Frage wird besonders nahegelegt durch die sehr be- 
merkenswerten Arbeiten von Rosenthaler!) und durch seine daraus 
gezogenen Schliisse iiber die Existenz eines syn- und eines dia-Emulsins. 

In zwei vorhergehenden Mitteilungen (I und I1)?) habe ich experi- 
mentelle Beitrige zur Beantwortung der erwahnten Fragen erbracht 
und habe einstweilen die Untersuchung fortgesetzt, um so mehr, als 
die hier behandelten Probleme fiir die Enzymchemie im allgemeinen 
eine gewisse Bedeutung besitzen. 

Bei der theoretischen Behandlung der in meinen beiden ersten 
Mitteilungen angegebenen Resultate hat mich in erster Linie die Frage 
beschaftigt, wie die Spaltung des razemischen Oxynitrils in Gegenwart 
und in Abwesenheit von Emulsin, und zwar eines in angegebener 
Weise dargestellten Priaparats (1. c. LI, 8S. 400) verlauft. 

Diese Spaltung ist von Feist*) untersucht, welcher fand, dab 
linksdrehendes Benzoxynitril erhalten werden konnte, wenn eine 
Lésung von inaktivem Oxynitril mit Emulsin behandelt und dabei 
ein Luftstrom durch das Gemisch geleitet wurde. Ohne diesen Kunst- 
griff zur Wegfithrung der Spaltprodukte (Benzaldehyd und Blausiure) 
gelang es ihm aber nicht, ein optisch aktives Oxynitril zu erhalten. 


1) Diese Zeitschr. 14, 238, 1908; 17, 257, 1909; 19, 186, 1909; 26, 1 u. 7, 
1909; 28, 408, 1910; 50, 486, 1913; Arch. d. Pharm. 246, 365, 1908; 248, 
105 u. 534, 1910; 249, 510, 1911; 251, 56 u. 85, 1913. 

2) Ebendaselbst 118, 15, 1921 (I. Mitt.); 181, 390 1922 (II. Mitt.). 

3) Arch. d. Pharm. 247, 226 u. 542, 1909; 248, 101, 1910. 
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Experimentelles. 

Ich berichte kurz tiber einige Versuche, das Oxynitril mit ind 
ohne Anwesenheit von Emulsin zu spalten. 

Die Substratmischung wurde nach einigen Minuten von der eit. 
standenen Proteinfillung filtriert und dann der Verlauf der Spaltung 
dadurch verfolgt, daB die entbundene Blausiure mittels Volhard; 
Methode mit AgNO, (n/10) bestimmt wurde. Die Aziditaten wurden 
bei diesen Versuchen nur mit Indikatoren bestimmt und sind darwin 
bis auf eine halbe Einheit unsicher. 

Versuch 1. a) 40 ccm Alkohol (95proz.) + 22 cem Emulsinlésung 
(1: 50) + 6ccm Acetatpuffer (n/1, in 47 proz. Alkohol gelést) + 2 com 
(= 2,2114 g) inaktives Benzoxynitril. Temperatur = 16°, p, = c:a 5 
Titrationsprobe = 5 ccm. 

b) Wie in a), aber anstatt Emulsinlésung 22 cem Wasser. Dasselly 
Py Wie in a). 

a) b) 








i, AgNO ais AgNO, 
in ie verbraucht in } verbraucht 


9% ccm 


i, 0,8 1/49 0,1 
l'/, 5,0 l 0,6 
2 58 2 0,7 

12 6,7 12 0,8 
24 6,7 24 0,8 
68 6,7 68 0,8 


Danach wurde ein wenig NaOH bis zur stark alkalischen Reaktion 
zugefiigt, wodurch das Endgleichgewicht fast augenblicklich erreicht 
wird (Wirth')), dann mit HNO, wieder sauer gemacht und titriert 
AgNO, = 0,9 cem, 7,6°% HCN entsprechend, in a) sowohl als in b) 

Versuch 2. Dieselbe Mischung wie in Versuch 1, aber eine andere 
Aziditit des Puffers. p, =c¢:a 6. Ubrigens wie in Versuch 1. 


a) b) 








: AgNO 7 AgNO. 

Zeit 3 Zeit gNO3 

in Stunden verbraucht tn Staaten, verbraucht 
cem ccm 


0,2 0,2 
0,8 08 
0.8 0.8 
0.8 0.8 
0.8 8 0,8 


1) Arch. d. Pharm. 249, 382, 1911. 
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Danach das Endgleichgewicht wie in Versuch 1 bestimmt: AgNO, 
0,9 in a) sowohl als in b), 7,5°% HCN entsprechend. 
Versuch 3. a) 125 cem Alkohol (47 proz.) + 20 cem Alkohol (95proz.) 
20'cem Emulsinlésung (1:50) + 1l5ccem Acetatpuffer + 2 ccm 
Oxynitril. Temperatur = 17°, pj, = c:a@ 6, Titrationsprobe = 10 cem. 
b) Wie in a), aber anstatt Emulsinlésung 20 ccm Wasser. Das- 
selbe py Wie in a). 


a) b) 








AgNO 


g AgNO, HCN 
verbraucht 


Zeit verbraucht frei 


in Stunden 

% ccm 
1/s5 2,2 , 0,2 2,2 
10,8 1,0 10.8 

11,9 I, 119 

11,9 1, 11,9 

1 ‘ 11,9 I 1, 11,9 


Zeit 
in Stunden 


Danach das Endgleichgewicht wie in Versuch | bestimmt: 

a) AgNO, = 2,3, 24.9% HCN, b) AgNO, = 2,4, 25,9% HCN 
entsprechend. 

Versuch 4. 2 g Emulsinpulver + 50 ccm Wasser +- 50 ccm Alkohol 
(95proz.) + 10 cem Acetatpuffer + 2 cem Oxynitril. Temperatur = 18°, 
Py = ¢:a 5, Titrationsprobe = 10 ccm, Polarisationsrohr = 200 mm. 





me AgNO, 
in * oa fee voces. Drehung 
ccm 


- 0,2 
0.4 

1 8: 04 
31/, 0.5 

7 _ 0.4 

26 ; — 00 


Lis, 0, 
1/, 1, 
l, 
1, 


Danach wurde das Endgleichgewicht wie in Versuch 1 bestimmt: 
AgNO, = 3,2 ccm, 20,89, HCN entsprechend. 

Nach 4 Stunden vom Beginn des Versuches wurden 30 ccm der 
Substratmischung mit 30 ccm Wasser gemischt und sogieich zweimal 
mit Ather ausgeschiittelt (jedesmal 15 ccm). Der Ather wurde mit 
wasserfreiem Na,SO, getrocknet, zum halben Volumen eingeengt und 
davon 12,5cem (gleich das Volumen des Polarisationsrohres) polari- 
metrisch untersucht: o« — 0,3°. Dieser Teil wurde dann mit HCl auf 
dem Wasserbade verseift und die entstandene Kristallmasse in 15 ccm 
Wasser gelést, wovon wieder 12,5ccm polarimetrisch untersucht 
wurden: « + 1,89. 
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Versuch 56. a) 2g Emulsinpulver + 60 ccm Wasser + 60 cm 
Alkohol (95proz.) +- 10 cem Acetatpuffer + 2.cem Oxynitril. Tem). 
ratur = 18°, py = c:a 4, Titrationsprobe = 10 ccm. 


b) Wie in a), aber eine andere Aziditat des Puffers. pj = ¢: a 6.5 


a) b) 








oe AgN O: HCN 
Zeit bel, detains, é- Drehung 
in Stunden YeTbraucht frei in Stunden 


com 0, 0 ccm %Fp 


Zeit AgNO; | HCN 


verbraucht frei Drehung 


0,: 28 —02 03 
03 28 —03 1: 0,4 
0,3 28 —04 0,5 
03 28 —02 0,5 
03 28 —Ol — 
0.3 2.8 0,0 


Resultate. 

Aus diesen Versuchen geht hervor, daB die Geschwindigkeit der 
Spaltung von der Anwesenheit des Emulsins unabhingig ist und nw 
von der Aziditit der Lésung bestimmt wird, wie es sich auch bei de: 
Synthese nach meinen friiheren Untersuchungen (I. c. I, 8. 30) ergeben 
hat. Bei gréBerer Verdiinnung wird eine gréBere Spaltung erhalten 

Das optische Isomere, das d-Oxynitril, welches bei Anwesenheit 
von Emulsin mit der gréBeren Geschwindigkeit synthetisiert wurde, 
wird jetzt auch am schnellsten gespalten, wodurch das 1-Oxynitril 
wihrend des Verlaufs der Spaltung in Uberschu8 erhalten wird. Das 
aktive Oxynitril wird aber mit der Zeit razemisiert, und zwar um so 
schneller, je mehr sich die saure Lésung dem Neutralititspunkt nihert 
Daf die Linksdrehung der Lésung nicht von der Emulsinsubstanz 
selbst verursacht wird, wurde dadurch gezeigt, daB bei der Verseifung 
des 1-Oxynitrils Rechtsdrehung erhalten wurde. 

Das Wegfiihren der Spaltprodukte nach Feist ist unnétig, denn 
wenn nur die Aziditaét innerhalb geeigneter Grenzen gehalten wird, 
kann deutliche optische Aktivitiét erhalten werden. DaB indessen 
Durchleiten von Luft wahrend der Spaltung sich als giinstig gezeigt 
hat, scheint mir dadurch erklirt werden zu kénnen, daB dann der 
entstehende Benzaldehyd schneller zur Benzoesiiure oxydiert wird, 
wodurech gréBere Aziditit erhalten und die Schnelligkeit der Raze- 
misierung dadurch vermindert wird. 


Indem ich eine zusammenfassende Diskussion itiber die Rolle 
enzymatischer Katalysatoren im System Blausiiure —Benzaldehyd— 
Benzoxynitril auf meine niichste ausfiihrlichere Mitteilung verschiebe, 
méchte ich hier zur Erginzung und Verdeutlichung, und in einem 
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Punkte auch zur Verbesserung meiner friiheren Darstellung folgendes 
aifiihren. 

DaB die (symmetrische) Bildung von Benzoxynitril durch Hydroxy]- 
ionen ohne Mitwirkung von Emulsin synthetisiert wird, hat, wie ich 
in meiner ersten Mitteilung einleitend angab, Ultee') 1909 gezeigt. 
An der gleichen Stelle habe ich bereits auf die Ergebnisse von Lap- 
worth?) 1903 und auf die griindliche Studie von Wirth*®) hingewiesen, 
welcher fand, ,,da8 Hydroxylionen die Geschwindigkeit, mit der das 
Gleichgewicht erreicht wird, von beiden Seiten vergréBern, Wasserstoff- 
ionen dagegen die beiden Reaktionen sehr stark verzégern*’. 

In einer kleinen Bemerkung zu dem hier behandelten Thema 
hebt Herr L. Rosenthaler*) hervor, er ,,habe selbst schon vor langer 
Zeit (vgl. diese Zeitschr. 19, 186, 1909) bewiesen, daB diejenigen Be- 
standteile des Emulsins, welche die Blausaiureaddition beschleunigen, 
in der Hauptsache nichtenzymatischer Natur sind und also auch nicht 
identisch mit dem syn-Emulsin-Oxynitrilese. Ich fiihre die betreffende 
Stelle hier an: 

»Da der Zusatz von Saure, welche die Dissoziation der Blausiure 
zuruckdrangt, die Reaktion verzogert, so erfolgt die Addition der Blausiiure 
nicht in Form ihrer undissoziierten Verbindungen, sondern als Ionen, ein 
SchluB, den schon friiher Lapworth (|. c.) aus seinen in anderer Weise an- 
gestellten Versuchen gezogen hat. Es werden also alle Kérper die Addition 
der Blausiure beschleunigen, welche eine Vermehrung der CN-Ionen- 
konzentration herbeifiihren, ohne die Konzentration der zur Reaktion 
unbedingt notwendigen H-lonen allzusehr herabzudriicken. Dazu_ sind 
Verbindungen der Alkalien und Erdalkalien mit schwachen Siuren und 
kaustische Alkalien in geringer Konzentration geeignet. Wiahrend der 
Reaktion werden dann die infolge der Addition verschwundenen CN -TIonen 
durch die noch vorhandene nichtdissoziierte Blausiure nachgeliefert. Aus 
all dem darf fiir die durch Emulsin erfolgende Beschleunigung der Blau- 
siureaddition folgendes geschlossen werden: Sie erfolgt zwm iiberwiegenden 
Teil durch Verbindungen des Magnesiums, Calciums und Kaliums, die als 
,Cyanionenbildner* zu wirken imstande sind.“ 

Diesem Zitat stelle ich das Ergebnis meiner eigenen Versuche 
gegeniiber (1. c. I, 8. 30, Zeile 1 bis 4). Unter Hinweis auf die Ver- 
suche 1 bis 13 der ersten Mitteilung und der Abb. 1 und 2 lL. ¢. kann 
ich meine Versuche in eine vollstindig ausgearbeitete Kurve der mit 
und ohne Beteiligung des Emulsins giiltigen Azidititsfunktion zu- 
sammenfassen : 





me... . 129/30 | 31/33/34!) 36/411 44/153 61) 80 
3 


k.10?. . . 1006; O11) Of 14.)°22 1°36 2 18 50 290 2000 
1) Rec. d. Trav. d. Pays-Bas 28, 1 u. 248, 1909. 

2) Journ. Chem. Soe. 83, 995, 1903. 

*) lie. 

4) Diese Zeitschr. 128, 606, 1922. 
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Durch diese Messungen ist die Aziditatsfunktion zum ersten Male 
quantitativ festgestellt worden. 

Uber Herrn Rosenthalers und meinen relativen Anteil an do 
Aufklarung der nicht enzymatischen Benzoxynitrilsynthese diirf‘e 
sich hiernach eine Diskussion eriibrigen. 

Was dann die Richtigkeit der Rosenthalerschen Annahme einvs 
syn- und eines dia-Emulsins betrifft, so ist vielleicht zunachst dic 
allgemeine Bemerkung gestattet, da die Enzymchemie in den 
letzten 10 Jahren keinen Fall gezeigt hat, in welchem die Annahme 
eines besonderen synthetisierenden Enzyms auch nur wahrscheinlich 
gemacht wiirde. Der Fall Oxynitrilese—Oxynitrilase wiirde also ganz 
vereinzelt dastehen. 

Aber auch wenn man die in diesem speziellen Falle vorhandenen 
Tatsachen, auf welche Rosenthaler die gesonderte Existenz seincr 
Oxynitrilese und Oxynitrilase zu stiitzen versucht, naiher betrachtet, 
wenn man insbesondere in Erwagung zieht, was sich aus der Dar- 
stellungsweise der beiden Enzympriparate fiir tatsichliche Unterschiede 
ergeben, so wird man die Existenz einer besonderen Oxynitrilese als 
unbewiesen bezeichnen miissen. 

Bis jetzt besteht keine Tatsache, welche nicht mit der theoretischen 
Forderung in Einklang ware, daB das Benzoxynitrilgleichgewicht 
soweit es iiberhaupt von einem Enzym abhingt — von beiden Seiten 
her durch den gleichen enzymatischen Katalysator eingestellt wird 

Was dann eine von Herrn Rosenthaler beanstandete ,,véllig falsche 
Auffassung“ iiber den Emulsinbestandteil betrifft, welchen er als 
syn-Emulsin bezeichnet hat, so darf ich zunichst aus der Einfiihrung 
zu meiner ersten Mitteilung wortlich zitieren: ,,Das neue asymmetrisch 
synthetisierende Enzym wurde von ihm (Rosenthaler) syn-Emulsin 
(6vv-Emulsin, 6-Emulsin) genannt.“ 

Dagegen kénnte die Formulierung meiner Zusammenfassung 
AnlaB zu MiBverstindnis geben. Daselbst steht: ,,Samtliche sym. 
metrisch-kinetischen Wirkungen ... erkliren‘*. Dieser Satz ist durch 
folgenden zu ersetzen: Sémtliche symmetrisch-kinetischen Wirkungen 
lassen sich einfach, ohne Einfiihrung besonderer H ypothesen, als Aziditits- 
wirkungen erkliren. Der folgende Satz: ,,Fiir diese Wirkungen wird dic 
Annahme eines synthetischen Enzyms ... folglich iiberfliissig und 
hinfallig** soll wegfallen. 

Hinsichtlich einiger kritischer Bemerkungen Herrn Rosenthalers 
in Fermentforschung (5, 334, 1922) kann ich mich noch kiirzer fassen 

Die Bemerkung, ich hatte den Silberverbrauch des Emulsins nicht in 
Abzug gebracht, ist nicht richtig; derselbe ist in Abzug gebracht worden. 
soweit er nicht vollkommen in den Bereich der Versuchsfehler fiel; er 
war stets so klein, daB mir seine besondere Angabe iiberfliissig erschien. 
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Die Reaktionssysteme sind in solchen Temperaturgrenzen konstant 
cehalten worden, daB die durch die Temperaturschwankungen (etwa 
- 0,2) verursachten Fehler wohl innerhalb der Grenzen der sonstigen 
\ersuchsfehler lagen; damit erledigt sich die Bemerkung_ beziiglich 


ces Thermostaten. 

Wenn schlieBlich Herr Rosenthaler sagt, daB ich die Alkalinitat 
des Glases nicht beriicksichtigt habe, so beruht auch dieser EKinwand 
vielleicht auf einer nicht vollstandigen Vertrautheit mit den modernen 
physikalischen Methoden der Aziditaétsmessung. Eine kurze Uber- 
legung wird Herrn Rosenthaler davon iiberzeugen, daB durch die elektro- 
metrische Bestimmung der stets genau angegebenen p,,-Werte die 
gesamte Aziditat (bzw. Alkalinitat) der Lésungen gemessen wird, so 
daB damit die vom Glase eventuell in Lésung gegangenen Alkalimengen 
beriicksichtigt sind. 

Ferner kann ich es vielleicht unterlassen, mit Herrn Rosenthaler 
die Richtigkeit der Berechnung meiner nach der Forme] fiir bimolekulare 
Reaktionen berechneten Koeffizienten naher zu diskutieren, sondern 
kann mich auf den Hinweis beschrinken, daB meine S. 340 seiner 
Arbeit erwihnten ,,Konstanten“ oder besser ,,Koeffizienten“ richtig 
berechnet, andererseits nicht weiter quantitativ verwertet und auch 
zu keinen Schliissen verwendet worden sind. 





Welche Art von Substanzen ist fiir die Entstehung 
elektrischer Stréme in lebenden Geweben von Bedeutung? 


Von 
R. Beutner. 
(Aus dem Pharmako-therapeutischen Institut der Universitat Leiden. ) 
(Eingegangen am 4. Marz 1923.) 
Mit 1 Abbildung im Text. 


Die folgenden Darlegungen beschiftigen sich nur mit der prin- 
zipiellen Frage, ob allein wassermischbare oder auch wasserunmischbare 
Substanzen bei der biologischen Stromerzeugung eine Rolle spielen: 
mit anderen Worten: ob rein wiisserige Systeme, bestehend aus einer 
Serie hintereinandergeschalteter wisseriger Lésungen, oder sogenannte 
biphasische Ketten, d. h. Systeme, deren Glieder nicht simtlich mit- 
einander mischbar sind, maBgebend sind. 

1. Die Frage nach der Natur der elektromotorisch wirksamen Sub- 
stanzen im Organismus wird in der Fachliteratur besprochen, seit es 
iiberhaupt eine Elektrophysiologie gibt. 


Schon Emil du Bois-Reymond hat 1867 im Archiv fiir Anatomie eine 
etwa 60 Seiten lange Abhandlung hieriiber geschrieben'), in der ein umfang- 
reiches experimentelles Material beigebracht wird. Darin werden syste- 
matische Messungen der elektromotorischen Kraft von Muskeln, Nerven, 
Driisen, Haut und anderen tierischen Organen beschrieben, und dann 
anschlieBend daran Modellversuche: Messung der elektromotorischen Kraft 
von Flissigkeitsketten, d. h. Serien wisseriger Losungen von Salzen, Sauren 
und Alkalien in den verschiedensten Kombinationen. Du Bois-Reymond 
schreibt weiterhin: ,,Das Ergebnis, zu dem wir gelangt sind, ist also 
schlieBlich, da8 wir mit unseren bisherigen Kenntnissen nicht ausreichen, 
um uns von den elektromotorischen Molekeln als Stromerregern eine 
einigermaBen befriedigende Vorstellung zu machen. Es ist aber nicht so 
paradox als es klingt, wenn behauptet wird, daB gerade in dieser Hinsicht 
ein erster Schritt zur physikalischen Theorie jener hypothetischen Gebilde 
liege.“ 

(Was du Bois-Reymond hier elektromotorische Molekeln nennt, ist 
nichts weiter als die elektromotorische Kraft irgend eines Organs; er bleibt 
im Bilde seiner merkwiirdigen Molekulartheorie, was hier nichts weiter 
zu bedeuten hat.) 


1) Uber die elektromotorische Kraft der Nerven und Muskeln (Arch. f. 
Anat. 1867, S. 417). ‘ 
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Das negative Resultat der Versuche Du Bois-Reymonds riihrt daher, 
daB er nur rein wisserige Ketten als Vergleichsmodelle herangezogen hat. 
Fr selbst hat diesen schwachen Punkt seiner Untersuchungen schon erkannt, 
denn er sagt in derselben Abhandlung: ,,Vielleicht ist es aber falsch, hier 
bioB die Fliissigkeiten im Muskel und Nerven als bei der Elektrizitats- 
erregung beteiligt zu denken. Durch meine Erfahrungen tiber die Nobili- 
schen Ton-Thermostréme, iiber die Stréme der menschlichen Haut usw., 
wurde ich friiher schon zu der Vorstellung gedrangt, daB bei solchen pordésen 
Halbleitern, wie auch die tierischen Gewebe sie darstellen, auch das halb- 
leitende Geriist eine elektromotorische Rolle spiele.“‘ Zu dem ,,halbleitenden 
Gertist‘‘ gehéren offenbar auch die Membranen, also das, was Du Bois- 
Reymond in unbestimmter Weise hiermit andeutet, sind biphasische Systeme. 
Kine experimentelle Erforschung solcher Systeme war indes damals allein 
schon wegen der’ Unvollkommenheit der MeSinstrumente kaum méglich. 

Man kann gegen diese Arbeiten Du Bois-Reymonds nicht anfiihren, 
sie seien jetzt nach 60 Jahren veraltet. Die damals festgestellten Tatsachen 
sind heute noch unverindert giiltig. Sie sind von den entschiedenen 
Gegnern gewisser Theorien Du Bois-Reymonds niemals ernstlich bezweifelt 
und noch nach Jahrzehnten von unabhiangigen Bearbeitern bestatigt 
worden, die, von anderen Gesichtspunkten ausgehend, das Gebiet be- 
arbeiteten, so von Oker-Blom*), der Grundsitze und Erfahrungen der 
physikalischen Chemie zur Geltung bringen wollte. Alles fiihrte stets zu 
der gleichen Erfahrung, da8 rein wiisserige Systeme keine befriedigende 
Erklarung fiir die physiologischen Stréme geben kénnen. 

Man kann gegen Du Bois-Reymond auch nicht etwa anfiihren, dab 
ihm damals alle die wichtigen modernen elektrochemischen Errungen- 
schaften unbekannt waren: die Ionentheorie, die osmotische Theorie der 
Stromerzeugung, die Anwendung der Thermodynamik usw. So bedeutungs- 
voll alles dies ist, mit dem Problem der Elektrophysiologie in seiner ein- 
fachsten Form hat es schlechterdings nichts zu tun. Fir die Elektro- 
physiologie ist die Frage einfach die: welche Substanzen dieselben elektro- 
motorischen Erscheinungen zeigen, wie der Muskel. Hat man erst wirklich 
irgend eine Analogie entdeckt, so ist die weitere Frage, auf Grund welcher 
physikalischen Theorie die gefundene Modellsubstanz wirkt, fiir die 
Physiologie nur von sekundarer Bedeutung. 

Trotzdem wird von vielen Physiologen die physikalische Theorie in 
den Vordergrund geschoben, gerade so als ob sich damit der Mangel ver- 
decken lieBe, daB noch kein de facto brauchbares Modell friiher be- 
kannt war. 

Man findet z. B. Abhandlungen hieriiber, welche von der Planckschen 
Theorie der Potentialdifferenzen im Grenzgebiet mischbarer Losungen 
ausgehen. Die bekannte, ziemlich komplizierte Formel, die mit dieser 
Theorie abgeleitet wird, soll hier nicht zitiert werden (da sie in allen Lehr- 
biichern des Gebiets zu finden ist). An der Richtigkeit dieser Formel zweifelt 
niemand; aber was hat dies fiir die biologischen Stréme zu bedeuten ? Gibt 
uns diese physikalische Theorie ein Mittel an die Hand, diejenige Substanz 
aufzufinden, nach der Du Bois-Reymond vergebens gesucht hat? Kann 
man mit ihrer Hilfe ein System wisseriger Lésungen finden, dessen elektro- 
motorische Kraft mit der des Gewebes verglichen werden kann? Die Er- 
fahrung hat gezeigt, daB dies nicht der Fall ist. Seit vielen Jahren schon 


1) Pfliigers Arch. 84, 191, 1901. 
Biochemische Zeitschrift Band 137. 
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kennt man die physikalisch-chemische Theorie; wiederholt ist versuc):t 
worden, sie auf das elektrophysiologische Problem anzuwenden. Niemais 
ist ein Erfolg der genannten Art bekannt geworden. Wie wire es sonst 
méglich gewesen, daB W. Ostwald, dem die physikalisch-chemische Theorie 
nicht ganz unbekannt war, ausdriicklich auf médgliche Bedeutung der 
Membranen (also biphasischer Systeme) hinweisen konnte. 

Die Sache liegt eben so, daB man auch ganz ohne Theorie Fliissigkeits. 
ketten mit héchst méglicher Kraft finden kann, durch ein sehr einfaches 
Probieren. So hatte es Du Bois-Reymond schon getan. GrédBere elektr: 
motorische Krafte bei Flissigkeitsketten hat auch die physikalische Chemi: 
nicht angezeigt. 

Das Gesamtergebnis der wissenschaftlichen Forschung iiber den 
Ursprung der physiologischen Stréme in mehr als 50 Jahren ist leide: 
als sehr gering zu bezeichnen. Mit der rein negativen Feststellung, 
daB wisserige Fliissigkeitsketten allein es nicht tun, ist eigentlich 
alles beschrieben, was erreicht wurde. Kein Wunder also, daB eine 
gewisse Interessenlosigkeit fiir dieses Forschungsgebiet sich geltend 
macht. So gro} ist aber diese Interessenlosigkeit, daf nun auch noch 
diese einzige bescheidene feststehende Tatsache in Vergessenheit gerit. 
daB wisserige Ketten nicht geniigen. 1914 erschienen in dieser Zeit- 
schrift!) zwei ausfiihrliche Abhandlungen von Rohonyi, in denen dar- 
gelegt werden sollte, daB gerade die Systeme wisseriger Lésungen 
fiir die biologische Stromerzeugung maBgebend sind. Uberraschend 
ist es, daB von den Arbeiten Du Bois-Reymonds und spiiterer Physio- 
logen keine Rede ist. Ausgangspunkt ist vielmehr die Plancksche 
Theorie, und unter Hinweis auf die bekannte Formel wird postuliert, 
daB, wenn gewisse Differenzen der Wanderungsgeschwindigkeit posi- 
tiver und negativer Ionen vorhanden wiiren, so wiren auch zwischen 
wisserigen Lésungen hinreichend groBe Krafte vorhanden. AnschlieBend 
werden Messungen von Fliissigkeitsketten beschrieben. Von anderer 
Seite darauf hingewiesen, daB diese Flissigkeitsketten als physiologische 
Modelle unbrauchbar seien, erwidert Rohonyi?): ,,Hdtte ich statt Milch- 
siiure eine andere organische Siure mit gréBerem Molekulargewicht 
gewahlt, $0 hatte ich die GréBe des biologischen Konzentrationseffekts 
mit rein wasserigen Ketten offenbar genauer reproduzieren kénnen. 
Ganz so hohe Werte wie bei pflanzlichen Objekten hatte ich aber wahr- 
scheinlich auch dann nicht erreicht, und zwar aus einer Ursache, auf 
die ich im nachsten Punkt eingehen werde.“‘ 

Im nachsten ,,Punkt“ steht: ,,Kénnte man mittels einer geeigneten 
technischen Einrichtung dafiir sorgen, daB die gegenseitige Diffusion 
unmdéglich und dadurch die Steilheit der urspriinglichen Konzen- 
trationsgefalle in den angrenzenden Lésungen aufrecht erhalten werde, 


1) 66, 231 u. 248. 
2) Diese Zeitschr. 180, 68, 1922. 
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dann miipten auch die rein wiasserigen Ketten dieselbe Konstanz und 
Keversibilitat wie physiologische Objekte aufweisen. Dann miifte 
auch die GréBenordnung der elektromotorischen Kraft ... hdher aus- 
fallen usw. usw. - 

Die Abhandlung schlieBt mit den Worten: ,,Jch bin iiberzeugt, 
daB das weitere Studium der Niederschlagsmembrane unter den von 
mir im Jahre 1914 gegebenen Gesichispunkten (hiernach sollen Mem- 
branen so wie reines Wasser wirken) es ist, welches zur endgiiltigen 
Lésung des bioelektrischen Problems berufen ist.“ 

Kinzig und allein der Umstand, daB derartige Publikationen 
méglich sind, rechtfertigt die Ausfihrlichkeit des oben gegebenen 
historischen Resiimees. Den meisten Fachgenossen diirfte dies alles 
nicht neu sein. 

2. Da also rein wasserige Systeme das bioelektrische Problem 
nicht zu lésen gestatten, miissen wasserunmischbare Phasen mit im 
Spiele sein. Die Frage ist nun, welche wasserunmischbaren Phasen 
es sind. An diesem Punkt ist man mit der Lésung des Problems lange 
Zeit nicht weiter gekommen. Vielfach wurden Spekulationen iiber 
erforderliche Eigenschaften der unbekannten wasserunmischbaren 
Substanzen angestellt; fiir die Elektrophysiologie hatte dies natiirlich 
keinen wirklichen Nutzen. 

Die wirklichen Schwierigkeiten lagen in anderer Richtung; was 
empfindlich fehlte, war der Mangel einer exakten physiologischen 
Beobachtungsmethode. Stets war man gewoéhnt, als verhaltnismaBig 
einfachste elektrophysiologische Erscheinung den Verletzungsstrom an- 
zusehen. ‘Tatsichlich ist dies ein viel zu kompliziertes und schlecht 
reproduzierbares Phainomen fiir den Anfang der Erforschung. Man 
muB den Hebel an anderer Stelle ansetzen und zunichst ein elektro- 
physiologisches Phanomen aufsuchen, welches exakt reproduzierbar 
ist und so einfach, daB es griindlich aufgeklart werden kann. Eine 
solche Erscheinung ist der von Loeb und dem Verfasser 1912 zuerst 
beschriebene elektromotorische Konzentrationseffekt!): man _beob- 
achtet Systeme, wie z. B. 

— m/10 NaCl (tierisches oder pflanzliches Organ) m/100 NaCl + 


(mit Pflanzenteilen erhailt man besonders gut reproduzierbare Werte). 
Diese Beobachtungen lassen sich mit bekannten einfachen Sub- 
stanzen reproduzieren; beispielsweise hat die Kette 
—m/10 NaCl (Fettsiure + Phenol) m/100 NaCl + 


eine analoge elektromotorische Kraft wie erstgenannte. Die Ahnlich- 
keit besteht nicht allein in der Gleichheit von GréBe und Richtung 


1) Diese Zeitschr. 41, 1, 1912. 
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der elektromotorischen Kraft beider Systeme, sondern auch in er 
Konstanz und Reversibilitit, welche in beiden Fallen gleichermaf}, 
beobachtet wird. (Unter Reversibilitdt ist hier gemeint, daB bei Aus. 
tausch einer der beiden Salzlésungen sich sofort eine neue elektro. 
motorische Kraft einstellt und, wenn man dann wieder die zuerst 
vorhandene Salzlésung heranbringt, sofort wieder die friihere Kra(t 
beobachtet wird.) 

Einzelheiten tiber Ausfiihrung solcher Messungen sind in der 
Schrift des Verfassers tiber ,,Entstehung elektrischer Stréme in lebenden 
Geweben und ihre kiinstliche Nachahmung (Stuttgart, Enke, 1920) 
zu finden, 

Mit einer Anzahl organischer Substanzen ist eine solche Nachi- 
ahmung des biologischen Konzentrationseffekts méglich, jedoch nur 
mit Substanzen, die nicht véllig mit Wasser mischbar sind, auBerdem 
sind saure Eigenschaften dazu nétig. Die Bedeutung solcher Ex- 
perimente liegt darin, daB sie die Nachahmung von Beobachtungen 
am biologischen Objekt fortzufiihren gestatten bis in die feinsten 
Kinzelheiten, und so zu einer Analyse der elektromotorischen Phano. 
mene fiihren; unter anderem ist es durch systematische Weiterfiihrung 
der Versuche méglich, tiber die Natur des Verletzungsstromes etwas 
auszusagen. Alle diese Einzelheiten gehen jedoch iiber den Rahmen 
dieser Abhandlung hinaus. Hier kommt es darauf an, festzustellen. 
daB rein wiasserige Systeme ein total verschiedenes Verhalten zeigen 
Es ist somit mit diesen Beobachtungen die Liicke geschlossen, dic 
Du Bois- Reymond offengelassen hatte. Wir sind iiber. die rein negativ: 
Feststellung, dap wiisserige Fliissigkeiten allein es nicht tun, hinaus fort- 
geschritten und kénnen jetzt zeigen, welche nicht wasserigen Komponenten 
des Gewebes an der Stromerzeugung beteiligt sind (unter anderem sicherlich 
Fettséuren oder deren Ester). 

Alle diese Feststellungen sind unabhangig von jeder Art von 
physikalisch-chemischer Theorie oder Erklarung), die man fiir dic 
Kettensysteme mit wasserunmischbaren Substanzen aufstellt. Solche 
Erklarungen zu finden, ist eine weitere Aufgabe, die natiirlich vom 
Standpunkt der physikalischen Chemie viel Interesse bietet. In der 
genannten Schrift des Verfassers findet man ausfiihrliche experimentelle 
und rechnerische Darlegungen hieriiber. Hier sei nur erwihnt, dab 
es zwei verschiedene Theorien gibt: die erste auf Grund der Phasen- 


1) Rohonyi schreibt: ,,Um die Identitét der physiologischen Stréme 
mit den Strémen soleher Ketten (d. h. wasserunmischbare Substanz) ab 
zuleiten, hatte Beutner folgende Annahmen ndétig:...“‘ (Diese Zeitschr 
66, 250, 1914.) Ein vélliger Irrtum! Die genannte Identitdt ist eine Tatsache. 
und zwar eine fundamentale! Keinerlei Theorie hat darauf irgend . einen 
FinfluB. 
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grenztheorie von Haber, die zweite auf Grund unterschiedlicher Ionen 
wanderungsgeschwindigkeit in der Membran gema8 Anschauungen, 
wie sie von M. Cremer zuerst entwickelt wurden. Die bisherigen Beob- 
achtungen weisen darauf hin, daf die erstere Theorie praktisch mehr 
Bedeutung als die zweite hat. 

3. Zur Aufklarung des elektromotorischen Verhaltens von Ge- 
weben hatten wir Systeme zum Vergleich herangezogen, in denen 
Schichten wasserunmischbarer Substanzen und wisseriger Lésungen 
zusammengefiigt waren. In Geweben sind auch wasserunmischbare 
Schichten vorhanden, sie entstehen jedoch aus wisserigen Lésungen 
durch Niederschlagsbildung (Membrane). Da man bekanntlich auch 
Niederschlagsmembranen kiinstlich herstellen kann, ist es von Inter- 
esse, auch deren elektromotorisches Verhalten kennenzulernen und 
mit dem von Geweben zu vergleichen. Besonders ist es interessant, 
festzustellen, ob man damit auch einen Konzentrationseffekt von gleicher 
GroBe, Richtung, Konstanz und Reversibilitaét wie bei lebendem Ge- 
webe feststellen kann. Dies ist in der Tat mit einer Kupferferrocyanid- 
membran méglich, wenn man gewisse Bedingungen einhilt, wie sie 
in der Schrift des Verfassers beschrieben sind. 

Auch diese Art der kiinstlichen Nachahmung der biologischen 
Stromerzeugung ist eine Stiitze fiir dieselben Tatsachen, die oben 
beschrieben wurden, ein positiver Beweis dafiir, daB die nicht in Wasser 
auflésbaren Bestandteile des Gewebes mit wirksam sind (,,das halb- 
leitende Geriist‘‘ in der Terminologie von Du Bois-Reymond). Auch 
in diesem Falle hat die Analogie nichts zu tun mit irgendwelchen physi- 
kalisch-chemischen Theorien fiir Membranpotentiale. 

Von solchen Theorien ist neuerdings sehr vielfach die Rede ge- 
wesen; auch viele unsichere Hypothesen findet man in der Literatur. 
Die beste Membrantheorie ist zweifellos die von F. G. Donnan, welche 
durch ausgedehnte Experimentaluntersuchungen von J. Loeb neuer- 
dings gut bestatigt worden ist. Inwieweit diese Theorie zur Erklarung 
des Konzentrationseffekts beitrigt, wie ihn Verfasser zuerst an Kupfer- 
ferrocyanidmembranen beobachtete, kann hier nicht erértert werden. 

Im Zusammenhang hiermit muB noch auf die wenig begriindete 
Membrantheorie Rohonyis eingegangen werden. In der genannten 
Abhandlung (aus dem Jahre 1914) will Rohonyi die Analogien folgender 
zwei Systeme beziiglich ihres elektromotorischen Verhaltens darlegen: 


— K,FeCy,-Lésung Membran | CuSO,-Lésung + etwa 0,09 Volt. 
a b 

— K,FeCy,-Lésung Wasser _ CuSQO,-Lésung + etwa 0,09 Volt. 
a b 


[Die ,,Membran‘‘kette (erstere) wird derart zusammengefiigt, dab man 
K,FeCy,g- und CuS0O,-Lésung direkt aneinander grenzen lat; an der 
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Grenzstelle beider Lésungen bildet sich dann die Membran ganz 
selbst. Bei der Wasserkette (zweite Kette) wird zwischen die bei: 
Lésungen Wasser geschaltet, womit die Bildung einer Membran as. 
geschlossen ist. ] 

Aus dieser einen Analogie werden weitgehende Schliisse gezog«; 
iiber die Wirksamkeit der Membran auf Grund ihrer Elektrolytfreiheit ' 
Die Theorie von M. Cremer, welche denen von Rohonyi durchaus 
ahnlich sind (s. oben) und schon seit langem bekannt, werden nici 
erwahnt. 

Diese Analogie der Wasser- und der Membrankette ist indes eit 
rein zufallige. Gerade bei denjenigen Erscheinungen, die fiir den Ve: 
gleich mit biologischen Beobachtungen wichtig sind, ist keinerlei 
Analogie vorhanden. Dies sind diejenigen Versuche, bei denen de1 
CuSO,-Lésung steigende Mengen KCl zugesetzt werden. Hiermit 


l 
il 














zum Elektrometer 
Abb, 1. 


laBt sich also der biologische Konzentrationseffekt nachahmen. Ver- 
gleicht man die Messungen der Membranketten mit verschiedenem 
KCl-Gehalt in der CuSO,-Lésung, so ergibt sich die Existenz einer 
elektromotorischen Kraft fiir das System 


— konzentrierte KCl-Lésung | Membran | verdiinnte KCl-Lésung + 


| 


in CuSO, in CuSO, 


Wie oben gesagt, ist dieser Konzentrationseffekt mit der kinst- 
lichen Membran in jeder Hinsicht dem biologischen ahnlich auch be- 


1) Rohonyi schreibt: ,,Die wichtigste Beschaffenheit der Plasmahaut 
in dieser von mir entworfenen Theorie des bioelektrischen Potentials ist ihre 
Elektrolytfreiheit. Sobald die Plasmahaut Ionen in betrichtlicher Menge 
enthalt oder von der angrenzenden Salzlésung aufnimmt, mu das bio- 
elektrische Potential abnehmen usw.‘ (Diese Zeitschr. 66, 256.) 





di 
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ziglich der Reversibilitat, was das wichtigste ist. Folgendes Beispiel 
sei hierfiir zitiert!). Es wurde eine Membrankette gemessen: 

m/40 K,Fe(CN),| Membran m/40 CuSO, + m/20 Traubenzucker. 
(Die Zusammenstellung der Kette mit den ableitenden Elektroden 
ist aus det Abbildung ersichtlich.) (Der Zusatz des Traubenzuckers zur 
(CuS0O,-Lésung hat nur den Zweck, den osmotischen Druck zu beiden 
Seiten der Membran konstant zu halten.) 

Hiermit wurde eine elektromotorische Kraft von 0,122 bis 0,123 Volt 
gemessen und 17 Minuten als unverinderlich beobachtet. Dann wurde 
statt der vorigen eine Lésung von m/40 CuSO, + m/40 KCl an- 
gebracht, sofort sank die Kraft auf 0,020 bis 0,021 Volt (10 Minuten 
konstant). Durch Zusatz von isosmotischer Zuckerlésung wurde nun 
die KCl-Konzentration auf das Fiinffache verdiinnt; sofort stieg die 
Kraft auf 0,060 bis 0,062 Volt (3 Minuten konstant). Dann wurde 
nochmals fiinffach verdiinnt (auf m/1000 KCl), worauf die Kraft 
weiter bis auf 0,099 bis 0,097 Volt stieg. 

Bei Wiedererhéhen der KCl-Konzentration zeigte sich die Um- 
kehrbarkeit dieser Werte: 

KCl-Konzentration erhéht auf m/200... . . . . . 0,062 Volt 

9» re i » m/40 .. . . 0,019 bis 0,020 

Dann wieder Lésung ohne KCl ........ . . 0,126 


Die Konstanz und Reproduzierbarkeit der elektromotorischen 
Werte fiir jede KCl-Konzentration ist aus diesen Messungen deutlich zu 
erkennen. Die geringen Schwankungen liegen durchaus innerhalb der 
Stérungsgrenzen. Die Mittelwerte sind folgende: 

m/40 CuSO, + m/40 KCl... . . 0,020 Volt 
m/40 sy, ee 
m/40 m + m/1000 ,, ... . . 0,098 

Fiir fiinffache Verdiinnung dndert sich also die elektromotorische 
Kraft um 0,041 Volt (*/4) auf */s99) baw. um 0,037 Volt (*/299 auf */s090)- 
Die GréBe dieser Anderung entspricht derjenigen, die sich aus der 
Nernstschen Formel berechnet: 0,058 lg 5 = 0,040 Volt. 

Die Rohonyische Wasserkette zeigt ein total verschiedenes Ver- 
halten. Eine Konstanz und Reversibilitit, wie oben fiir die Membran- 
kette beschrieben, ist in diesem Falle nicht zu erwarten, da dies mit 
einer Fliissigkeitskette nie zu beobachten ist. ,,Kénnte man ... dafiir 
sorgen, daB die gegenseitige Diffusion unmdglich gemacht werde, 
dann miifBten auch die wiisserigen Ketten dieselbe Konstanz und Re- 
versibilitat aufweisen,* wie Rohonyi schreibt (s. oben); da dies aber nicht 
geschehen kann, so sind Membran und Wasserschicht nicht gleichwertig. 


1) Aus obengenannter Schrift des Verfassers. 
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Aber auch irgend eine elektromotorische Einwirkung von k 
Zusatz zur CuSO,-Lésung bei der Wasserkette, ahnlich demjeni 
bei der Membrankette, fehlt durchaus. Durch einige neuerdings 
gestellte Versuche wurde dies nachgewiesen!). Die ,,Wasser‘‘ke:\¢ 
mit m/40 K,Fe(CN), und m/10 CuSO, ergab nach diesen Messung: ; 
eine Kraft von nur 0,053 Volt (nach Rohonyis Messungen ist es (.\) 
bis 0,09 Volt). _Doch ist diese Diskrepanz sehr leicht zu versteh 
wenn man bedenkt, daB solche elektromotorischen Krafte nie gen 
definiert sind, indem z. B. die geringsten Verunreinigungen des dest|- 
lierten Wassers (in der Mittelschicht) weitgehenden EinfluB auf dic 
Kraft haben miissen (z. B. Spuren von H’-Ionen durch CO,). 2 
Zusatz von KCl zur CuSO,-Lésung blieb bei dieser Wasserkette cic 
Kraft fast unverindert, wie die folgenden Zahlen zeigen: 
—m/l0K,FeCyg |Wasser| m/10 CuSO, (ohne KCl) + 0,053 Vol: 
—m/10K,Fe(CN),| Wasser | m/20 KCl + m/20 CuSO, + 0,052 
~m/10K,Fe(CN),| Wasser | m/100 KCl + ®/,9,mol.CuSO+ 0,050 
— m/10 K,Fe(CN), | Wasser | m/500 KCl+-49/,,. mol.CuSO,+4- 0,050 

Verglichen mit den Werten, die bei der Membrankette beobachtet 
werden, ist der Unterschied schlagend. Bei der Membrankette Anderung 
der Kraft gemaB der logarithmischen Nernstschen Formel wie an 
einer Metallelektrode, bei der Wasserschichtkette iiberhaupt kein 
EinfluB innerhalb der Fehlergrenzen; der Versuch wurde wiederholt, 
dabei wurde eine maximale irreversible Anderung von 0,005 Volt (stati 
wie oben 0,003 Volt) erzielt. Jedenfalls ist also die Wirkung nicht einma! 
der GréBenordnung nach mit dem Konzentrationseffekt an einer 
Membran zu vergleichen. 

DaB also die Wasserschicht und die Membran bei der Strom- 
erzeugung sehr verschieden wirken, diirfte hiernach hinreichend deutlich 
sein. Dieser Unterschied ergibt sich auch aus Rohonyis eigenen Ver- 
suchen. Rohonyi zerlegt seine Wasserkette in folgende zwei Teilketten : 

— K,FeCy, | Wasser + 
und 
— Wasser | CuSO, +. 


Jede dieser zwei Ketten hat etwa die halbe elektromotorische 
Kraft, wie die vollstaindige ,,Wasser‘‘kette: K,Fe Cy, | Wasser | CuSO,; 
b 


deren Kraft also zu gleichen Teilen an den mit a und b bezeichneten 
Stellen lokalisiert ist. Durch KCl-Zusatz zur CuSO,-Lésung kann 
bestenfalls die Teilkraft b unterdriickt werden, also die Gesamtkraft 


1) Rohonyis Behauptung: ,,Eine weitere experimentelle Aufklarung 
ist ganz unnotig“ (diese Zeitschr. 180, 71) muB sehr entschieden abgewiesen 
werden, 





Entstehung elektrischer Stréme in lebenden Geweben. 505 


dec Kette von 0,1 auf 0,05 Volt sinken (KCl-Zusatz verringert er- 
fabrungsgemaB alle Diffusionspotentiale). Auch dieser EinfluB, der 
de facto noch langst nicht erreicht wird, wire noch viel zu klein; bei 
der Membrankette bringt KCl-Zusatz die Kraft von 0,12 auf 0,02 
[s. oben?)). 

4. Schon Du Bois-Reymond wuBte, daB Fliissigkeitsketten mit 
einer Wasserschicht hinreichend hohe elektromotorische Kriafte geben. 
Er sagt hieriiber: ,,Halten wir uns an das Bekannte, so sind die ein- 
zigen Kombinationen, welche nicht durch ihre zu geringe Leistung 
ohne weiteres von der Mitbewerbung ausgeschlossen sind (abgesehen 
von den Schwefelleberketten ...) merkwiirdigerweise nur solche, deren 
eines Glied destilliertes Wasser ausmacht‘‘?). Die Rohonyische Wasser- 
kette unterscheidet sich in nichts von einer jener alten Kombinationen 
Du Bois-Reymonds. 

Membranketten (mit Cu, FeCN,) wurden von Briiningsuntersucht 
und dabei schon deren elektromotorische Kraft von 1/,, Volt [un- 
abhiingig von der Konzentration des CuSO, und K,Fe(CN),j fest- 
gestellt®). Einem Autor der letzten Zeit blieb es vorbehalten, auf 
Grund aller dieser bekannten Tatsachen Membran und Wasserschicht 
in ihrer Wirkung gleichzusetzen unter summarischer Anwendung der 
komplizierten Planckschen Formel, die de facto nichts zur Forderung 
des Problems tun kann, und Verschweigung der Unstimmigkeiten, 
die sich bei genauer Beobachtung ergeben. 


Zusammenfassung. 


1. Seit Du Bois-Reymond wei man, dab rein wasserige Flissig- 
keitsketten kein hinreichendes Modell fiir die Kraftquelle biologischer 
Stréme abgeben. 

2. Die Berechnung der elektromotorischen Kraft von Fliissigkeits- 
ketten nach den Prinzipien der modernen physikalischen Chemie kann 
an dieser Tatsache nichts andern. Auch hat diese theoretische Be- 
rechnung nicht zur Entdeckung hoherer Krifte bei Fliissigkeitsketten 
geleitet. Das elektrophysiologische Problem ist damit nicht geférdert 
worden. 


1) Rohonyi schreibt hieriiber summarisch: ,,Jedes Diffusionspotential 
wird durch Zusatz von Alkalisalz vermindert.** ,,Eine weitere experimen- 
telle Aufklarung ist ganz unndtig, da speziell durch Beutners Untersuchungen 
die Diffusionstheorie der Niederschlagsmembranen wenn auch unab- 
sichtlich — die vielleicht noch fehlenden Stiitzpunkte gewann.‘‘ Zahlen- 
angaben fehlen vollig. 

2) Arch. f. Anat. 1867. 

3) Pfliigers Arch. 117, 409 1907. 
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3. Die Konzentrationsverainderlichkeit der elektromotorisc) 7 
Kraft, wie sie bei gewissen biologischen Objekten beobachtet wird 
laBt sich mit geeigneten wasserunmischbaren Substanzen nachahm) 
nimlich mit organischen Flissigkeiten (Phenole, Aldehyde usw. 1it 
sauren KEigenschaften) und mit gewissen Niederschlagsmembran:n 
wiasserige Losungen dagegen zeigen ein total verschiedenes Verhalt« 

4. Kine Analogie im elektromotorischen Verhalten von Wasscr. 
schicht und Niederschlagsmembran (wie von Rohonyi behaupt«t 
besteht nicht, sofern man nur einigermafen quantitative Beobachtungen 
betreffend Konzentrationswirkung heranzieht. 

Aus allem folgt: Ohne Beriicksichtigung der Wirkung nichit 
wasseriger Schichten ist das elektromotorische Verhalten der Gewebe 
nicht zu erklaren. Zwischen nicht wisserigen und rein wisserigen 
Schichten lassen sich prinzipielle Unterschiede im elektromotorischen 
Verhalten nachweisen. 
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Zur Frage 
der Wechselbeziehungen zwischen innerer und iuberer Sekretion. 


II. Mitteilung. 


Uber den Einflu8 einiger Hormone und proteinogener Amine 
auf die Galleabsonderungsfihigkeit der Leber. 


Von 


D. Alpern (Charkoff). 


(Aus der experimentell-biologischen Abteilung des Pathologischen Instituts 
der Universitat zu Berlin.) 


(Hingegangen am 4. Marz 1923.) 
Mit 2 Abbildungen im Text. 


In meiner ersten Mitteilung') iiber die Einwirkung einiger Sekrete 
endokriner Driisen auf die Magensekretion hatte ich folgende allgemeine 
Satze beziiglich des von Adrenalin und Pituitrin ausgeiibten Einflusses 
aufgestellt : 

Adrenalin in einer Dosis von 0,02 bis 0,1 cem (1: 1000) pro 
Kilogramm Gewicht, einem désophagotomierten Hunde mit Magenfistel 
intravenés eingespritzt (sowohl vor, wie wihrend der Scheinernahrung), 
iibt auf die sekretorische Fahigkeit der Magendriisen eine hemmende 
Wirkung aus. Eine derartige Wirkung des Adrenalins ist aber nur zeit- 
weilig, sie findet nur in den ersten 5 bis 10 Minuten nach der Injektion 
statt und ist offensichtlich rein gefiBlichen Ursprungs. Was Pituitrin an- 
belangt, so ruft eine Einspritzung (mit Vorliebe intravenés) in Dosen 
von 0,025 bis 0,075 pro Kilogramm Gewicht eine merkliche Hemmung 
der Magensekretion hervor, wobei letztere manchmal ganze 4 Tage 
nach der Injektion andauert, und erst zum SchluB dieser Frist wird 
die Norm allmihlich erreicht. Die Siurehaltigkeit und das Verdauungs- 
vermégen des Magensaftes sind dabei etwas herabgesetzt. Noch be- 
zeichnender fiir die Wirkung des Pituitrins (des Extraktes aus allein 
dem mittleren Teile der Hypophyse) ist dessen stark erregender Ein- 
fluB auf die Peristaltik der Diinndirme, die aber wahrscheinlich in einer 


1) Diese Zeitschr. 1923. 
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der tiblichen entgegengesetzten Richtung stattfindet und jedenfalls (oy 
Kinwurf von Galle in den Magen nach der Injektion zur Folge | 41. 
Pituitrin unterbricht die Wirkung von Pilokarpin, welches die En icp 
der Nervi vagi reizt. 

Vorliegende Untersuchung bezweckt einerseits die Aufdeckung «es 
Charakters des Einflusses, welcher durch Thyroidin und Pituitrin «uj 
die sekretorische Tatigkeit der Leber ausgeiibt wird, wodurch einives 
Licht auf das Wesen der Wechselbeziehungen zwischen den Organen 
innerer Sekretion und der aéuBeren Sekretion fallen kénnte; anderer- 
seits aber sollen diese Wirkungen mit denen einiger biogener Amine. 
wie Histamin und Thyramin, verglichen werden, und zwar im Anschlu}} 
an das neuerdings aufgestellte Problem iiber die Verwandtschatt 
zwischen Inkreten und Aminen. Es ist allerdings bereits friiher bekannt 
gewesen, daB Adrenalin zu den Aminen zugerechnet werden kann, da 
es eigentlich bisher das einzige Inkret ist, dessen chemischer Aufbau 
einwandfrei festgestellt worden ist. 

Abel und Kubota haben das Vorhandensein von Histamin in der 
Hypophyse festgestellt und sind der Meinung, da® gerade in ihm das 
aktive Element dieser Driisen liegt. Auch eine ganze Reihe andere: 
moderner Forscher ist bestrebt, das Wesen der endokrinen Wirkung 
auf die Wirkung der sogenannten proteinogenen Amine zuriickzufiihren, 
deren Vorhandensein in diesen Organen festgestellt ist oder angenommen 
wird. So z. B. haben Romeis, Abelin, Abderhalden u. a. mehr bei ihren 
Versuchen itiber die Entwicklung von Kaulquappen unter dem Einflut} 
von Thyroidin einerseits, welches die Entwicklung férdert, aber das 
Wachstum hindert, und von Thyramin oder p-Oxy-phenylithylamin 
andererseits, in der genannten Hinsicht keinen Unterschied zwischen 
den behandelten Individuen beobachten kénnen. Die gleiche Ahnlich- 
keit ist auch in bezug auf den EinfluB der beiden Arten von Praparaten 
auf die Herztatigkeit, den Gaswechsel und den Stoffwechsel iiberhaupt 
festgestellt worden. Auf Grund einer Reihe von rein biologischen 
Abnlichkeiten im Einflu8 von Inkreten und Aminen auf diese oder 
jene Funktion des tierischen Organismus halten es die oben erwahnten 
Autoren fiir méglich, anzunehmen, da8 die aktiven ,,Hormone“ der 
endokrinen Driisen (der Schilddriise und der Hypophyse) gerade 
Thyramin und Histamin oder wenigstens deren Derivate sind. Auf 
diese Weise suchen moderne Forscher die Frage des chemischen Baues 
der Inkrete durch Vergleichen von dem physiologischen oder biolo- 
gischen Effekt bei Einwirkung von Extrakten aus den endokrinen 
Driisen mit dem Effekt, der durch eine Gruppe von bestimmten protei- 
nogenen Aminen hervorgerufen wird, zu lésen. 


Die Versuche des Verfassers wurden an zwei Hunden mit Gallenblasen- 
fistel bei Durchschneidung des Ductus choledochus vorgenommen. Die 
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Versuche wurden im niichternen Zustande der Hunde vorgenommen. Vor 
der Beobachtung der Wirkung von diesen oder jenen Stoffen wurde die 
Normalsekretion der Leber bei den Versuchstieren unter einem streng 
durchgefiihrten Nahrungsregime (Pferdefleisch) festgestellt; trotzdem war 
natirlich das Quantum der niichtern ausgeschiedenen Galle an den ver- 
schiedenen Tagen etwas verschieden. Daher wurde immer die Durch- 
schnittskurve der Gallenabsonderung fiir jeden Hund in Betracht gezogen. 

Der Versuch gestaltete sich dann folgendermaBen. Am Vortage hatte 
das Tier abends die Fleischmahlzeit erhalten. Am Versuchstage wurde 
die im niichternen Zustande zur Abscheidung kommende Galle von 10 zu 
10 Minuten gemessen. Nun wurde in einem bestimmten Augenblick die 
zu priifende Substanz subkutan oder intravends injiziert. Die abflieBende 
Galle wurde weiter von 10 zu 10 Minuten noch etwa 3 Stunden lang ge- 
messen, um die Tiere nicht zu iiberanstrengen und die Wirkung doch fest- 
stellen zu kénnen; diese Zeitspanne erwies sich als geniigend, iibrigens 
dauerte die Prozedur manchmal auch 6 Stunden. Die zu erforschenden 
Stoffe waren: Histamin oder 8-Imidosalylathylaminchlorhydrat in einer 
1: 1000 Lésung (,,imido‘* Grenzach); Thyramin oder Paraoxyphenylathyl- 
aminchlorhydrat (in Kristallen); Tenosin (Bayer), d.h. eine Mischung 
des ersten und des zweiten in einer Zuckerlésung; Thyroidin-Thyreoglandol, 
d. h. ein eiweiBloser Extrakt aus der Schilddriise (Grenzach), welcher bei 
Versuchen mit Kaulquappen das Goudernatschsche Phanomen ergaben 
(Romeis); und schlieBlich Praparate aus dem mittleren und hinteren Teile 
der Hypophyse: Pituiglandol (Roche), Physormon (Quezsser) und Hypo- 
physin (Héechst). 


In bezug auf deren Einwirkung auf sonstige Lebensprozesse waren 
Histamin und Thyramin bereits friiher untersucht worden. Im hiesigen 


Laboratorium waren Beobachtungen unternommen worden (van Eweyk 
und Tennenbaum), den Gang der Magensekretion bei Hunden mit 
dem Pawloffschen Ventriculus unter dem EinfluB subkutaner Injek- 
tionen von Histamin und Thyramin betreffend. Diese Beobachtungen 
erwiesen, dafs Histamininjektionen in Dosen von 4 bis 2 mg einen 
stark férdernden Einflu8 auf die Magensekretion eines niichternen 
Hundes ausiiben. Dale und Laidlaw hatten bereits friiher nachgewiesen, 
daB Histamin die glatten Muskeln stark zu erregen vermag unter 
Steigerung von deren Tonus, und diese Autoren wiesen auch auf die 
Identitat dieses Stoffes mit dem Vasodilatin von Popielski hin: die An- 
gaben iiber die Wirkung dieses Amins auf den Blutdruck scheinen 
darauf hinzuweisen, obwohl eine vollstiindige Meinungsiibereinstimmung 
der Autoren in dieser Hinsicht nicht erzielt worden ist. Beachtens- 
wert sind die Versuche von Beresin, welcher eine Einengung der Kiemen- 
gefaBe unter dem EinfluB von Histamin beobachtete. Es mu iiber- 
haupt bemerkt werden, daB laut vorhandener Angaben (Ackermann 
und Kutscher, Berger und Dale, Krawkoff) die Wirkung von Histamin 
auf Herz, GefaiBe, Uterus und sonstige isolierte Organe durch Kin- 
fihrung von einer 1:250Mill. Lésung festgestellt werden kann. 
Unter dem Einflu8 von Histamin wird die Pankreassekretion gesteigert, 
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Atropin erhéht diese Wirkung noch ganz betrichtlich. Thyramin is: 
auch mit geniigender Vollstandigkeit untersucht worden: die Magen. 
sekretion erregt es zwar nicht, steigert aber den Gaswechsel sowi 
den Stoffwechsel titberhaupt ganz betrichtlich. 

AuBer den oben angefiihrten Versuchen mit Kaulquappen, welche 
den Beweis der Identitat des Thyramins mit dem Inkret der Schild. 
driise bezwecken, soll auch auf die Forschungen von Kendall hin. 
gewiesen werden, welcher als das aktive Hormon der Glandula thyrci- 
dea das Thyroxin hilt. 

Unter den Priaparaten der Schilddriise sind wir beim Thyreo. 
glandol verblieben, weil dieser Stoff die Fahigkeit besitzt, an Kaul- 
quappen das Goudertschsche Phainomen hervorzurufen, und dabei keine 
KiweiBe enthalt, und somit in seiner Wirkung von der Beimengung eine 
KiweiBwirkung vollig frei ist. 

Auf Grund der itiber seine Versuche aufgenommenen Protokoll 
darf Verfasser folgendes in allgemeinen Ziigen behaupten: 

Histamin, in Dosen von 0,00005 bis 0,0002 pro Kilogramm Gewicht 
verabreicht, wird von Tieren ohne irgendwelche nach auBen tretende 
Merkmale seiner Wirkung auf den Organismus sehr gut vertragen 
5 bis 7 bis 10 Minuten nach der subkutanen Injektion fangt die Gallen- 
absonderung an, sich etwas zu steigern, wobei der Grad der Erhéhung 
der Lebersekretion im direkten Verhaltnis zu der Hohe der verab-. 
reichten Dosis (in den oben erwihnten Grenzen) steht. So z. B. ruft 
eine subkutane Injektion von 0,0001 bis 0,00015 pro Kilogramm Ge- 
wicht (Abb. 1) eine Erhéhung der Gallenabsonderungskurve hervor, 
welche die Normalsekretion um ein Zwei- bis Vierfaches tibersteigt; 
diese Steigerung ist gewéhnlich waihrend der ersten Stunde nach der 
Injektion besonders stark bemerkbar, spiater laBt sie nach, ist jedoch 
waihrend ungefahr einer weiteren Stunde zu beobachten. Unter den 
Nebenerscheinungen ist besonders eine gewisse Verlangsamung der 
Herztiatigkeit zu verzeichnen, welche tibrigens nicht standig deutlich 
zum Ausdruck kommt (anstatt 78 Schligen 54 bis 66 pro Minute). 
Es soll auBerdem darauf hingewiesen werden, daB das zweite unserer 
Versuchstiere in bezug auf die Steigerung der Gallenabsonderung 
unter der Histamineinwirkung in gleichen Dosen verabreicht, viel 
stirker reagierte als das erste; auch bei ein und demselben Tiere sind 
manchmal unter den gleichen Bedingungen Wirkungen ganz ver- 
schiedener Intensitat zu erzielen. 

Thyramin in Dosen bis 0,03 pro Kilogramm Gewicht verabreicht, 
iibt auf den Gang der Gallenabsonderung eine weniger bemerkbare 
Wirkung aus. Bei Dosen von 0,01 bis 0,15 pro Kilogramm (subkutan) 
(Abb. 1) tritt eine deutliche Hintanhaltung ein, aber erstens tritt sie 
langsamer als die Wirkung von Histamin ein (nach 10 Minuten und 
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sovar spdter), und zweitens ist sie verhaltnismaBig schwach ausgedriickt 
(anstatt 1,5 cem wird im Laufe von 10 Minuten 0,8 ccm Galle aus- 
geschieden ; anstatt 2,5 bis 1). AuBerdem halt die Herabsetzung weniger 
lange an und 40 bis 50 Minuten nach der Injekticn ist diese Wirkung 
ganz vorbei. Unter den Begleiterscheinungen ist eine gewisse Unruhe 
und eine ziemlich heftige Beschleunigung der Herzschlage (anstatt 
78 Schlagen bis 120 und noch mehr, je nach der Dosis) zu verzeichnen. 
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Thyramin (Tab. N2) 











QO l l | L l i | —_— 
Fe " @ 2 
intervalle vor Je 10 Minuten 


Abb. 1. 


Bei Verabreichung von Tenosin, welches eine Mischung von Histamin 
und Thyramin darstellt, ist ein Effekt nur seitens des Histamins zu 
bemerken (Gallenabsonderung fast verdoppelt), die Wirkung selber 
tritt spater als bei Histamin allein ein (erst nach 20 bis 30 Minuten) 
und halt auch weniger lange an. Auf diese Weise scheint im Tenosin 
das Thyramin die Wirkungsstirke des Histamins herabzusetzen. Ver- 
fasser hat auch Versuche anderer Art unternommen. Es wurde namlich 
erst Histamin injiziert, und erst in dem Augenblick, wo dessen Wirkung 
zum Vorschein kam, Thyramin. Wie aus einem der hier angefiihrten 
Versuche hervorgeht, ist Thyramin in Dosis 0,01 (und héher) nicht 
imstande, die Wirkung von Histamin, in Dosen von 0,0001 pro Kilo- 
gramm verabreicht, zu unterbrechen, und die Steigerung der Histamin- 
kurve geht in tiblicher Weise weiter. 

Was Thyreoglandol anbetrifft, so muB bemerkt werden, dab 
dessen Wirkung auf die Gallenabsonderung keineswegs deutlich zum 
Vorschein kommt: in bezug auf die quantitative Seite der Gallen- 
sekretion kénnen immer unbedeutende Schwankungen in beiden Rich- 
tungen eintreten. Es ist anzunehmen, da dabei vieles von der rein 
individuellen Art der Reaktion auf die Hormone der Schilddriise ab- 
hangig ist, welche von verschiedenen Organismen (in verschiedenen 
Perioden und unter verschiedenen. Bedingungen der Lebensvorginge 
bei dem gleichen Organismus) je nach deren sympathico- und vago- 
tropen Eigenheiten zur Schau getragen wird, da, wie bekannt, die 
Schilddriise durch ihre Inkrete auf beide Systeme wirkt. 
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Betreffs Pituitrin soll hervorgehoben werden, daB die maxi):a\ 
Wirkung bei intravenésen Injektionen in Dosen von 0,05 bis 0,1 pro 
Kilogramm Gewicht eintritt, und daB dabei eine gewisse Hintanhalt ny 
der Gallensekretion stattfindet. Die gréBte Wirkung wurde in di: se 
Hinsicht vom Pituiglandol Roche ausgeiibt, d. h. durch den eiweif. 
losen Extrakt aus dem hinteren und mittleren Teil der Hypoph) ve 
Bei subkutaner Einfihrung von Pituitrin ist dessen Einwirkung :u/ 
die Gallenabsonderung kaum bemerkbar. Dabei ist es aber notwendig 
darauf hinzuweisen, daB die unter dem Einflu8 von Pituitrin eintreten« 
Hintanhaltung viel schwacher ausgedriickt ist als diejenige, welche 
Verfasser friiher bei der Magensekretion zu beobachten Gelegenheit hat ic 
auBerdem tritt diese Hintanhaltung erst 10 bis 20 Minuten sogar nach 
intravenéser Injektion ein. Daraus ergibt sich die notwendige wid 
grundlegende Forderung, daB der von uns friiher beobachtete starke 
Einwurf von Galle aus dem Duodenum in den Magen, der auf Pituitrin- 
einnahme folgte, ausschlieBlich unter dem Einflu8 dieses Stoffes auf 
die motorische Funktion der Darme (umgekehrte Peristaltik) statt. 
fand, und keinesfalls unter demjenigen von heftigen Stérungen im 
Gange der Gallenabsonderung selber. 

Um einigermaBen den Mechanismus der Wirkung des Histamins. 
welches sich in bezug auf die Tatigkeit der Leber am deutlichsten 
ausgeprigt hatte, aufzukliaren, unternahm Verfasser weitere Versuche 
iiber die kombinierte Wirkung von diesem Amin mit Atropin zusammen 
Es soll tiberhaupt hervorgehoben werden, daB die Frage iiber dic 
Leberinnervation im allgemeinen und iiber die Abhingigkeit der Gallen- 
absonderung von dieser Innervation fast gar nicht untersucht worden 
ist. So z. B. verneint Heidenhain jegliche Wirkung des Nervensystems 
auf die Gallenabsonderung oder gibt héchstens die Méglichkeit einer 
automatischen Nervenregulierung zu. Higer will dagegen eine Steigerung 
der Lebersekretion bei intrathorakaler Reizung des Nervus vagus 
bei einem Hunde festgestellt haben. Bei Kaninchen mit einer zeit- 
weiligen Fistel der Gallenblase hat Newbauer die Beobachtung gemacht. 
da8 Pilokarpin im groBen ganzen auf den Gang der Gallensekretion. 
sowohl qualitativ wie quantitativ, nur wenig einwirkt. Atropin ib 
gar keine Wirkung aus, Adrenalin dagegen erhéht die Sekretion. Es 
ist jedoch anzunehmen, da das vdllige Fehlen jeglichen Effekts von 
Atropin bei Kaninchen eher durch deren groBe Widerstandsfiahigkeit 
gegen diesen Stoff erklart werden kénnte: Atropin auBert: bei weitem 
nicht immer seine Wirkung auf die Herztatigkeit in situ bei Kaninchen 
Bei Hunden, welchen Dosen von 0,001 g Atropin pro Kilogramm 
Gewicht, also sehr grobe Mengen, eingespritzt werden, kann eine merk- 
liche Hintanhaltung der Gallenabsonderung (manchmal bis zum voll- 
standigen Aufhéren derselben) beobachtet werden, sowohl wie andere 
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bei Anwendung dieses Alkaloids tiblichen Erscheinungen: Pupillen- 
erweiterung, starkes Herzklopfen, Unruhe usw. 

Es hat sich erwiesen (Abb. 2), dab, falls einem Hunde mit Gallen- 
fistel Atropin in Dosis 0,001 pro Kilogramm eingefiihrt wird, ein fast 
volliges Aufhéren der Gallenabsonderung eintritt, und da eine darauf 
folgende Kinfiihrung von Histamin (und zwar in einer Dosis, bei 
welcher seine Wirkung am deutlichsten sich zu auBern pflegt : 0,000 1 bis 
(,00015 pro Kilogramm) die Gallenabsonderung wihrend der nichsten 
zwei Beobachtungsstunden fast gar nicht erhéht. Bei Fiihrung des 
Versuches in umgekehrter Richtung lassen sich dieselben Ergebnisse 
erzielen. 


xox Iigektion Atropin 
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x Jnjekt. Histamn 
(Tab. M5) 
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Abb. 2. 


Falls zuerst in einer der oben erwihnten Dosen Histamin ein- 
gefiihrt wird, tritt in Balde eine starke Steigerung der Gallenabsonderung 
ein, aber nach einer darauffolgenden Atropininjektion verschwindet 
diese Wirkung, wenn auch nicht sofort. Auf diese Weise verschwindet 
unter dem EinfluB von Atropin die durch Histamin hervorgerufene 
Steigerung der Gallensekretion. Darf, wenn Atropin ein vagolihmendes 
Gift ist, auf Grund der vorgebrachten Tatsachen behauptet werden, 
daB Histamin ein vagoerregendes Amin sei? Auf Grund unserer Ver- 
suche wire es schwer, diese Frage zu beantworten. Es soll aber nicht 
auBer acht gelassen werden, daf erstens eine Wirkung der Injektion 
von. einem der von uns untersuchten Stoffe (falls eine solche Wirkung 
iiberhaupt eintritt) nicht sofort einzutreten pflegt, ahnlich, wie wir 
es friiher in bezug auf die Magensekretion haben feststellen kénnen, und 
daB zweitens die galleabsondernde Arbeit der Leber von der sekre- 
torischen Arbeit des Magens und von dem Eindringen der Nahrung 
in das Duodenum abhangig ist (Schule Pawloff). Daraus ergibt sich 
die Annahme, daB auBer dem direkten Einfluf der durchs Blut eingefiihrten 
Stoffe auf die Leberzellen auch die Riickwirkung von dem Einfluf dieser 
Stoffe auf die Magensekretion und auf sekunddre Weise auf die Gallen- 
bildung in Betracht gezogen werden mufB. Was andererseits die von 
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uns zu Anfang vorliegender Abhandlung aufgestellte Frage iiber | j¢ 
Identitat der Schilddriisen- und Hypophyseninkrete mit Thyra: in 
und Histamin betrifft, so divergieren in bezug auf die Starke und «.y 
Charakter der Einwirkung beider Arten von Stoffen auf die Gal! 
absonderung unsere Versuche im Prinzip nicht von dem Standpunkt. 
nach dem Inkrete aminer Natur sein kénnen; insbesondere aber ergi))t 
in bezug auf die quantitative Seite der Gallenausscheidung Histanin 
eine Wirkung, welche der vom Pituitrin ausgeiibten entgegengese | / 
ist (ahnlich wie in bezug auf die sekretorische Tatigkeit des Magen,). 
Thyramin und Thyroidin, vor allem letzteres, auBern sich in der ye- 
nannten Hinsicht so schwach, daB von Anerkennung oder Verneinuiy 
ihrer Identitat kaum die Rede sein kann. 


Im groBen und ganzen sind die vom Verfasser gezogenen Grun« 
schliisse die folgenden: 

1. Histamin steigert die Gallenabsonderung ganz deutlich. 

2. Pituitrin halt die gallenbildende Tatigkeit der Leber zwai 
zuriick, jedoch nicht in starkem MaBe. 

3. Thyramin halt die Gallenabsonderung zuriick. 

4. Die Wirkung von Tenosin ist in allem mit derjenigen von 
Histamin gleich. 

5. Thyroidin macht sich nicht bemerkbar in der Gallenabsonderung 

6. Atropin unterbricht die Wirkung von Histamin auf die Gallen- 


bildung und lahmt auch allein in sehr groBen Dosen die Gallen- 
absonderung. 
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Tabelle I. Hunde 1 und 2. 


Subkutane Histamininjektion. 





Bei Hund Nr. 1 Bei Hund Nr. 2 
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Tabelle II. Hunde 1 und 2. 
Subkutane Injektionen von Thyramin und Tenosin. 





Hund Nr. 2 
Hund Nr. 1 Hund Nr. 2 Hund Nr. 1 Histamin 
Thyramin Thyramin Tenosin Dosis 0,0001 
Dosis Dosis Dosis und Thyramin 
0,01 pro kg 0,015 pro kg 0,1 pro kg i 


Dosis 
0,01 pro kg 


2,5 
2,5 
2,5 
2,53) 
2 
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1) 1, 2, 3..: 10 Minuten-Intervalle. 

2) Injektionsmoment der angegebenen Dosis Histamin. 

3) Moment der Injektion. 

4) Histamininjektion. 

5) Thyramininjektion. Nach der Histamininjektion betragt die Zahl 
der Herzschlage 66 statt 78. 10 Minuten nach der Thyramininjektion 
sind es 96. 


33 * 
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Tabelle III. Tabelle IV. 
Subkutane Thyreoglandolinjektion. Intravenése Hypophysininjektion, 





Hund Nr. 1 
Dosis 
0,05 pro kg 
Hund Ny, 1 
Dosis 
0,1 pro kg 
Hund Nr. 2 
Dosis 
0,15 pro kg 
Hund Nr. 1%) 
Dosis 
0,05 pro kg 
| Hund Nr. 14) 

Dosis 
0,05 pro kg 
Hund Nr. 25) 

Dosis 
0,05 pro kg 


I 


to 
~— 
to 
~— 
we 
~— 
bo bo bo bo 
© 
~— 
over 
= 


COIR AR wre | 
or 


bo NO = = bo Go tO GO GS bo bo Ge 
bo bo DO bo be DS DO bo BS SS 
ou or 
el el cel el eh el Bl el ol eel 
og 


BO et eet DS ee DS bo tO 
ou 


Subkutane Injektion von Histamin und Atropin. 








Hund Nr. 2 Hund Nr. 2 
Zeit | Atropin und | Histamin und 
Histamin Atropin 
14) 2 2 
27) 2%) 
0,8 12 
6 1°) 
2 
1 
1 
] 
0 
10 0,5 
1] 0.5 
12 | 0,5 


1) 1, 2, 3..: 10 Minuten-Intervalle. 

2) Moment der Thyreoglandolinjektion. 

3) Pituiglandol. 

*) Hypophysin Héchst. 

5) Physormon. 

6) Intervalle wie friiher. 

?) Atropininjektion, Dosis 9,001 pro Kilogramm in der 21. Minute. 
Puls 180 Schlage. 

8) Histamininjektion, Dosis 0,0001 pro Kilogramm in der 41. Minute. 
Die Anzahl der Herzschlige nach 20 bis 40 Minuten iibersteigt 180 Schlige. 

*) Histamin, Dosis 0,0001 pro Kilogramm in der 21. Minute. 

©) Atropin, Dosis 0,001 pro Kilogramm in der 31. Minute. 











Die polarimetrische Bestimmung der sauren 
und basischen Gruppen verschiedenartiger Verbindungen. 


I. Mitteilung. 


Die Bestimmung basischer Gruppen. 


Von 


J. Groot. 


(Aus dem Laboratorium fiir Chemische Technologie der Technischen 
Hochschule Delft.) 


(Eingegangen am 5. Marz 1923.) 


Mit 1 Abbildung im Text. 


1. Die Bestimmung der Base- und Saureeigenschaften verschie- 
dener Stoffe mittels einer Polarisationsmethode ist von H. J. Waterman 
seit 1917 beschrieben worden'). Aus den dahinzielenden Artikeln 
wird man herauslesen, daB es immer die Absicht war, festzustellen, 
inwiefern Stoffe sauren oder basischen Charakters imstande seien, eine 
starke Base bzw. Saiure zu binden. Aus diesen Untersuchungen wurde 
der Einflu8 gewisser Verbindungen wihrend verschiedener Vorginge 
klargelegt*). 

Um die Siaureeigenschaften zu bestimmen, wurde die von der 
Verbindung auf die Glykoserotationsinderung in verdiinnter Lauge 
ausgettbte hemmende Wirkung verfolgt, wiahrend die basischen 
Gruppen dadurch bestimmt wurden, daB die Hemmung der Inversion 
von Rohrzucker in salzsaurer Lésung gemessen wurde. Falls man 
keine gewohnliche Titration anwenden kann, stehen fiir die Fest- 
stellung der Valenz derjenigen Stoffe, die saure oder basische Gruppen 
aufweisen, im allgemeinen zwei Methoden zur Verfiigung. Mittels 
einer elektrometrischen Titration ausgefiihrte Messungen fiihren be- 
kanntlich zu einer befriedigenden Genauigkeit. 


1) Die Bibliographie findet sich im Recueil des trav. chim. des 
Pays-Bas 39, 573, 1920. 

2) H. I. Waterman und J. W. L. van Ligten, Chem. Weekblad 17, 
559, 1920; J. W. L. van Ligten, Archief van de Suikerind. in Ned. Indié 
1921 I, 356. 
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I. M. Kolthoff bevorzugt eine Leitfihigkeitstitration vor der / . 
wendung der Polarisationsmethode'). 

Die hier folgende Beschreibung, welche von der Bestimmung 
basischer Valenzen einer Verbindung handelt, soll zeigen, daB man 
beim Befolgen der Polarisationsmethode der Genauigkeit der Leit- 
fahigkeitstitration gleichkommt. Der Verfasser hat neuerdings dic 
Ausfiihrungsweise der Polarisationsmethode dermafen abgeindert. 
daB sie bequemer angewendet werden kann. Wenn nur ein Sacchari- 
meter oder ein Polarimeter zur Verfiigung steht, kénnen die Valen:. 
bestimmungen mit einfachem Hilfsmaterial vorgenommen werden. 

2. Beim Befolgen der fritheren Arbeitsmethode machte sich das 
Bedenken geltend, da8 man Uberfliissiges zu verrichten hatte. Waren 
doch in jeder Untersuchungsreihe mehrere Lésungen (meistens zehn) 
und gleich viele Polarisationsréhren erforderlich, wihrend bloB einzelne 
(meistens zwei) Bestimmungen gemacht wurden. 

So wurden jedesmal 50ccm einer Rohrzuckerlésung, welche 260 ¢ 
Zucker im Liter enthielt, der Reihe nach 

0, 1, 2, 3, 5, 5*, 5*, 5 
cem 1,017 normale Salzsiure zugegeben. 


Das Zeichen * bei der Zahl 5 deutet dahin, dai auBer der Salzsiure 
zugleich 2 Millimol Benzidin baw. 3 Millimol Dimethylanilin hinzugefiigt 
waren. Bei allen Lésungen wurde das Volumen mit destilliertem Wasser 
auf 100 ccm gebracht. Man invertierte bei 35°C. 

Die beobachteten Rotationen waren (in Grad Ventzke): 








“y Treg | [ 


Nach etwa: i 
2 Stunden. . 4 49,34 46,7-+ 44,14 41,5 + 36,7 + 464+ 4884 36,7 
hi» + 49,3 + 44,6 + 40,2)+ 37,5\+ 282+ 44.1/+ 39.6\4 28.2 


Hieraus ging also hervor, daB die Lésungen mit 5* ccm Salzsaure sich 
wie solche benahmen, denen 1,11 bzw. 2,11 cem Salzsiure zugegeben wiirde. 
Also: 2 Millimol Benzidin hatte 3,89 x 1,017 = 3,96 Millimol HCl, und 
3 Millimol Dimethylanilin 2,89 x 1,017 = 2,94 Millimol HCl gebunden. 


Die Berechnungsweise fiir sich verursacht keinen groBen Fehler. 
wahrend die vielfordernde Manipulation und die Temperaturschwankun- 
gen beim Ablesen der Rotation zu unregelmaBigen Ergebnissen Ver- 
anlassung geben. Deshalb werden betreffende Bestimmungen zurzeit 
in folgender Weise ausgefihrt. 


Die Skala der Vergleichslésungen ist ein fiir allemal festgestellt 
worden. Sie ist aber keine Skala fiir Rotationszahlen, sondern die 
Geschwindigkeitskonstanten der Inversion sind in einer bestimmten 
Zuckerlésung unter der Wirkung verschiedener Mengen Salzsiure fest- 


1) I. M. Kolthoff, Chem. Weekblad 15, 893, 1918; Rec. des Travaux 
Chimiques des Pays-Bas 89, 672 ff., 1920. 
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gesetzt. Dies fand statt bei einer bestimmten Temperatur, namlich 
25,24° C. 

Bei derselben Temperatur und fiir dieselbe Zuckerkonzentration 
miBt man die Inversionskonstante, die zu einer Mischung einer be- 
stimmten Menge Salzsiure und des zu untersuchenden Stoffes gehért. 
Letzter Stoff muB8 nachweislich in weniger als in der aquivalenten 
Menge anwesend sein. 

Aus dem Zusammenhange zwischen der Inversionskonstante und 
der Menge wirksamer Salzsiure laBt sich das Quantum gebundener 
Saure der ganzen Masse ganz einfach berechnen. 

3. Man kann den Vorgang: 

CygH 20}, (+ H,O) —> Cg Hy.0, + Cg H),0¢ 

Saccharose Dextrose Lavulose 
als eine monomolekulare Reaktion auffassen. 

Die Reaktionsgleichung ist folgende: 
1 A — 2, 

A—2, 
wo A die urspriingliche Menge, x, und 2, die umgewandelte Menge 
Rohrzucker, ¢, den Anfangsmoment und ¢, den Augenblick irgend 
einer Ablesung vorstellt. Die Gleichung wird noch in eine andere 
Form gebracht werden. 

Wenn 1, = die Drehung im Moment ¢,, 7, = eine solche bei é, 
und r,, = die Endrotation, so schreibt man: 


k= none he sie 
t, —t fy? 
und schlieBlich : 
of Si 
04, 04868. 6K a0) lots! i? 
ee eet “te 


K ist die Geschwindigkeitskonstante, wie sie bei unserer Inversion 
experimentell festgestellt wird. Auer den beobachteten GréBen fiir 
r, und r, muB iiberdies fiir eine jede Reaktionsfliissigkeit r, bekannt sein. 


4. Bei den Messungen ist in folgender Weise gearbeitet worden. Die 
Rohrzuckerlésung (die schlieBlich etwas mehr als 260g Saccharose pro 
Liter enthielt) war waihrend 5 Minuten gekocht worden, und damit sie 
steril bleiben sollte, in der Vorratsflasche mit einigen Stiickchen Campher 
versehen '). 

Die fiir die Versuche notwendigen Fliissigkeiten wurden in Flaschchen 
in den Thermostaten gestellt, von welchem das Wasser dauernd in Riithrung 
gehalten wurde. 


1) Vgl. W. Ostwald, Journ. f. prakt. Chem. [2] 31, 307. 
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Die Thermometeranweisungen wurden zuvor mit denen eines von der 
Physikalisch-Technischen Reichsanstalt geeichten Thermometers  \ er 
glichen. Fur jede einzelne Bestimmung wurden die Fliissigkeiten pipetticrt 
und zur Mengung in ein anderes Fliaschchen gebracht, welches die erforder. 
liche Temperatur hatte. 

Jedesmal wurden 10 ccm der Rohrzuckerlésung genommen, dann |\), 
9, 8, usw. bis Leem Salzséure und schlieBlich so viel Wasser hinzugefiigt, 
daB die Reaktionsmischung ein Volumen von 20 ccm erreicht hatte. 

Diese Mischung wurde aus dem Flaschchen in eine Polarisationsréhre 
gegossen, deren meistens zwei im Gebrauch waren. Die Roéhren hatten 
einen Wassermantel und die Lange jeder war 200,0 mm. Die Tube war von 
einem Kautschukstépsel, den ein Thermometer durchbohrte, verschlossen. 
Letzteres zeigte wihrend der Untersuchungen 25,24°C an. Die Pola: 
meterrodhren wurden unterm Wasser des Thermostaten eingeklemmt. 

Zum Ablesen der Rotation wurde die Réhre jedesmal aus dem Therm. 
staten herausgenommen und nach schnellem Abreiben der kleinen Scheiben 
in das Saccharimeter (Halbschattenapparat System Schmidt und Haensch) 
gestellt. Gleich nachdem mit der Schraube des Apparates eingestellt worden 
war, wurde die Réhre wieder in den Thermostaten eingeklemmt. Erst dann 
wurde die Saccharimeterskala (Grad Ventzke) abgelesen. Dieses Heraus 
nehmen und Wiederhineinstellen erforderte etwa eine halbe Minute. In) 
Kinstellungsmoment war das Thermometer meistens + 0,05° C gefallen und 
sank endlich bis héchstens 0,2°C. Die Temperaturabnahme fiir die ganze 
Rohrfliissigkeit kann aber weniger groB gewesen sein. 


5. Das r, einer invertierten Rohrzuckerlésung ist dann zu _ be- 
rechnen, wenn man die Rotation kennt, welche die Lésung urspriinglich 


zeigt, im Falle, da alle die Polarisationsebene drehenden Bestandteile 
Saccharose sind. 


Es wird sich zeigen, dab dies fiir die gebrauchte Zuckerlésung 
wirklich der Fall war. Bei der Berechnung des r, ist der Einfluf 
wechselnder Quantititen Salzsiure in Betracht gezogen. 

Auf welche Weise dies geschah, wird unten klargelegt werden. 

A. M. Valeton') schlieBt kraft seiner Untersuchungen darauf, da® 
Salzsiure, mit einer Konzentration n/16 in einer + 20proz. Invert- 
zuckerlésung anwesend, die Drehung, welche der Invertzucker in reiner 
wisseriger Lésung zeigt, nicht andert. 

Wird die Konzentration der Salzsiure gréBer, so bekommt die 
Menge dieser Saure allmahlich einen bemerklichen EinfluB auf die 
beobachtete Rotation des Invertzuckers. In den Fallen namlich, wo r,, 
experimentell durch Fortfiihrung des Inversionsversuches bis zum 
Ende, festgestellt ist, wurden nicht immer gleich groBe Endrotationen 
aufgefunden. Es waren dann auf der Ventzkeskala Differenzen in den 
Dezimalzahlen zu sehen, welche der Anwesenheit verschiedener Mengen 
Salzsiure zugeschrieben werden miissen. 


1) A. M. Valeton, Dissertation Utrecht 1914, S. 20—23; Hrnst Cohen 
und A. M. Valeton, Zeitschr. f. physik. Chem. 92, 439-—441, 1917. 
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R. F. Jackson und Clara L. Gillis haben den EinfluB8 der in der Lésung 
anwesenden, wechselnden Mengen Salzsiiure auf die beobachteten Rota- 
tionen der Invertzuckerlésungen in Betracht gezogen '). 

Mit Bezug auf eine Temperatur von 20°C, wenn die Rotation + 100 
ist fir den positiven Bestandteil, betragt die Polarisation nach der Inversion, 
wenn zuriickgefiihrt auf die urspriingliche Konzentration: 


pe = — 32,00 — 1,972.N — 0,0676 (m — 13) + 0,5 (t — 20). 


N ist hier die Normalitat der Lésung in bezug auf Salzsiure; m = die 
Anzahl Grammen urspriinglichen Rohrzuckers, die in 100 cem Lésung 
vorkommt; ¢ = die Temperatur in Grad C, 

Es ist leicht verstandlich, daB bei den von mir zu_ beschreibenden 
Untersuchungen 


siete 10 
‘= 2 P;, 


wenn die Rotation des positiven Bestandteiles + 100° betragt. 


Die erste zu lésende Frage war: Wie groBb war die Drehung des 
positiven Bestandteils in unserem speziellen Falle ? 


Der gewohnliche Handelsrohrzucker hat hier als Material gedient. 
Urspriinglich betrug die Rotation der Lésung 101,2°V.  Wahrend 
sie sich in der Vorratsflasche befand, ging die Drehung innerhalb 
6 Wochen zuriick bis 95,4° V. 

Diese Rotationen wurden beobachtet bei einer Temperatur von 
25,249 C, 

Vernachlissigen wir die drehenden Bestandteile, die im Rohr- 
zucker vorkommen kénnen, so kann man sagen, da die Polarisation 
des positiven Bestandteils in der frisch bereiteten Auflésung 101,2° V. 
bei 25,249 oder 101,3 & 101,4 bei 20°C (nehmen wir an 101,35° V.) 
betrug. 

Erwahnte Vernachlassigung stellte sich als erlaubt heraus. Ein Teil 
der steril aufgehobenen Rohrzuckerlésung ist der Vorschrift e, Methode 
Walker, gemaB invertiert worden?). Die Polarisation nach der Inversion, 
umgerechnet auf die urspriingliche Verdiinnung und eine Temperatur von 
20°, betrug — 34,1 (dieser Wert ist das Mittel zweier Bestimmungen, fiir 
deren jede zwei Beobachtungen gemacht wurden). 

Der Unterschied zwischen den Polarisationen vor und nach der In- 
version (P2” — Pp) — 135,45. 

Der Saccharosegehalt (S) wird festgesetzt auf 

PoP, 


S= i 100 %. 
Divisor - 


1) R.F. Jackson und Clara L. Gillis, Archief v. d. suikerind. in Ned. 
Indié 29 (1921, I. Teil), S. 44 (dem Internat. Sugar-Journ. 1920, 8S. 509, 570 


u. 638 entnommen). 
2) Der genannte Artikel, S. 61. 
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In einer Tabelle findet sich der Divisor, welcher zu P — P; gehér 
Er wurde berechnet auf 133,70 (wobei extrapoliert wurde). Die Rohrzuck.-r- 
lo6sung enthielt ‘also urspriinglich 
135,45 
133,70 ° 


Saccharose, d. h. 101,3.260g pro Liter. 


260 g 


Dieses Quantum Saccharose ruft eine Rechtsdrehung von 101,3° (20° 
hervor. Es wurde schon darauf hingewiesen, daB die Drehung 101,3 bis 101.4 
betrug, wenn die Temperatur 20°C gewesen wire. Die Verunreinigungen 
des benutzten Rohrzuckers kénnen demnach auBer Betracht bleiben. 

Da ist es an zweiter Stelle méglich, einen Ausdruck abzuleiten, 
der den Zusammenhang zeigt zwischen r, und der Anzahl Kubik- 
zentimeter 1,044n Salzsaiure, fiir welche die Reaktionskonstante be- 
stimmt wurde. 

Diese Anzahl Kubikzentimeter wird n genannt. 

re an +, oi 
Ce. sng 8 ie “ 
2° 100 [32,00 + 1,972 N + 0,0676 (m — 13) — 0,5 (t — 20)] 


m = 13,17 und der Ausdruck 0,0676 (m — 13) kann vernachlassigt werden 


De nies 
". = 


0 5,2 
72 —F [32,00 + 1,972.V — | 


oder 
r2¥24 — — [14,88 + 0,0522 n]. 

Die Inversionskonstante ist bestimmt worden bei zehn verschie-. 
denen Konzentrationen der Salzséure, indem 1 bis 10 ganze Zahlen 
Kubikzentimeter 1,044n Salzsiure genommen wurden. Fiir die eben 
genannten Fille lassen sich die Endrotationen berechnen auf: 


n=0, 12324 — — 14,9 
n=1, ro = —149 n= 6, rr, — 15,2 
n= 2, 1, ~15,0 m= 7, 1, — 15,2 
n=3, r, = —15,0 n= 8, £, — 15,3 
n=4, 1, 15,1 n= 9, f£, — 15,3 
n= 65, rr, 15,1 n= 10, rr — 15,4 


Die Angaben fiir den urspriingli¢hen und den endlichen Wert der 
Rotation sind in einem einzelnen Falle allgemein bekannt. 

Nach Steuerwald gibt eine urspriingliche Rechtsdrehung + 100 fiir 
Saccharose (bei 20°C beobachtet), nach vdélliger Inversion mittels 5 cem 
Salzsiure eines spezifischen Gewichtes 1,19 (Methode Herzfeld) eine Ab- 
43,05 33,05 

9 (fiir die halbe Konzentration) falls man bei 0° C, und — 


falls man bei 20° abliest. 


lesung — 


1) Ebendaselbst, 8. 62, dritte Divisorenspalte. 
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Unsere Zuckerlésung sollte nach der genannten Inversion und bei 
95,24°C, nach dieser Vorstellung eine Rotation zeigen von 1,013. %. 


25,24 ° — : ‘ 7 , 
{ - 43,05 + = )= — 15,41. Die Konzentration der Salzsiure in der 
Lésung ist dann 0,607 normal. Aus obenstehender Forme! fiir r2P 24 
fndet man, wenn N = 0,607 normal, fiir r, den Wert — 15,49. 


6. Die Inversionskonstante K und ihre Berechnung aus den experi- 
mentellen Angaben folgt jetzt. 

Die angewandte Salzsiure war, wie gesagt, 1,044 n; die Rohrzucker- 
lisung enthielt 1,013 x 260g Saccharose pro Liter. Nochmals mache 
ich darauf aufmerksam, da das Totalvolumen der Reaktionsfliissigkeit 
immer 20 ccm betrug. Zur Illustration der Berechnung der Inversions- 
konstante K aus den zur Verfiigung stehenden Angaben, gebe ich hier 
eine tabellarische Ubersicht, welche sich auf eine Probe mit 10 ccm 
Salzsiure bezieht. 

Dabei ist noch zu beachten, daf nach Fiillung der Polarimeter- 
roéhre die erste Ablesung in einem willkiirlichen Moment stattfand. 
Die Ablesung (r,) ist als erste Zahl in der r, -Spalte erwahnt. 

In den Fallen von 1 und 2 ccm Salzsiure wurde die Bestimmung 
am niichsten Tag fortgesetzt. An eben diesem Tage wurde der Anfangs- 
moment fiir die Berechnung eigens genommen. 





10 cem Salzsaure + 10 cem Rohrzuckerlosung; r, — — 15,4 

“ eles 4 a 
naa ao 'n Tn—T, log (tn—T,,) log = = K t, = t log fe = = 
10h30,0' 0 + 42,9 58,3 1,7657 — 

10 51,5); 21,5|+- 35,9 51,3 1,7101 0,0556 25,86 
11 17,0 47,04 28,9, 44,3 1,6464 0,1193 25,38 
12 0,0 900+ 19,1 34,5 1,5378 0,2279 25,32 
1 5,8) 155,8|\4- 8,1) 23,5 1,3711 0,3946 25,33 
1 30,0 180,0 + 4,8) 20,2 1,3054 0,4603 25,57 
2 00 2100+ 1,5 169 1,2279 0,5378 25,61 
2 30,0 2400 — 1,2) 142 1,1523 0,6134 25,56 
3 0,5 2705— 3,4) 12,0 1,0792 0,6865 25,37 
3 31,0 301,0— 54 100 1,0000 0,7657 25,44 


3 58,5 3285— 69 85 0,9294 1.8363 25,46 


K im Durchschnitt 25,49 


Das K, wie dieses schlieBlich aus wenigstens zwei unabhingigen 
Untersuchungen festgestellt worden ist, werden wir mit einem Index 
benennen, der die zugehérige Anzahl Kubikzentimeter 1,044n Salz- 
saure zeigt. 
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Ich fand, da bei den Versuchen mit: 


25,4 
10cem Salzsiure K = 25,41, d.h. Ky) = 25,47 

se 

“ ) 


eo. + K = g9 40 d.h. K, = 22,89 


19,32, ‘ er 2 

8 ,; ” K = 19.41. Ooh. Kj =. 19,84 
16,52, 

= f K = 16,38, d.h. K, = 16,52 
16,65, 


13,62, 


ae petaepe K = 13,77, d.h. K, = 18,78 
13,87, 

i tutic K ia d.h. K, = 11,16 

4 K “oy d.h. K,= 8,65 

nie K oa d.h. K, = 6,84 

2 ,, ‘ Bix ae d.h. K,= 4,06 

Bb den® oi K = oj d.h. K, = 1,96 


Der Einflu8 der wechselnden Mengen anwesender Salzsiure auf 
die beobachtete Rotation der entstandenen Invertzuckerlésung macht 
sich bei allen Ablesungen geltend. Deswegen ist er auch bei den End- 
rotationen (die in § 5 berechnet wurden) beriicksichtigt. Inwiefern eine 
Korrektion anzubringen wire, um die Inversionskonstanten der Theorie 
(vgl. § 3) kennenzulernen, bleibt hier auBer Betracht. 

7. Die Anderung der Inversionskonstante K mit der Menge Salz- 
siure ist in einer Graphik vorzustellen (siehe die Abbildung). 

Die Kurve zeigt eine stirkere Steigung, je nachdem die Punkte der 
Linie sich auf eine gréBere Konzentration der Salzsiure beziehen. Die GroBe 
der Inversionskonstante ist also nicht ohne weiteres von der Wasserstoff- 
ionenkonzentration abhangig. Die alteren Untersuchungen, wie z. B. 
bereits die von W. Ostwald!) und die von W. Palmaer?) verrichtet, haben 
ahnliches schon gelehrt. Die Salzsiurekonzentration war in den von mir 
angestellten Versuchen 0,0522 bis 0,5220 normal. Die schénen Unter- 
suchungen R. H. Clarks*) haben durchschlagend aufgewiesen, daB es tat- 
sichlich ist, als wenn wir anzunehmen hitten, daB die katalytische Wirkung 


1) W. Ostwald, Journ. f. prakt. Chem. N. F. 31, 313, 1885. 
*) W. Palmaer, Zeitschr. f. physik. Chem. 22, 504, 1897. 
3) R. H. Clark, Journ. Amer. Chem. Soc. 48, 1759, 1921. 
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des ungespaltenen Salzsiuremolekiils gréBer sei als die der Wasserstoff- 


jonen *), 


Fiir unseren Zweck kommt es lediglich darauf an, da wir den 
Zusammenhang kennen zwischen der Inversionskonstante und der in 


der Lésung enthaltenen Salzsiuremenge 
(0 bis 0,5220n Salzsiaure). 

Genannter Zusammenhang kann 
fir jeden einzelnen Fall aus der gra- 
phischen Vorstellung abgelesen und 
durch eine empirisch abgeleitete Formel 
ganz genau angegeben werden. Letztere 
hat die Form einer Gleichung zweiten 
Grades K = Na+ N*y, wo K die 
Inversionskonstante und N die Norma- 
litaét der Salzsaure ist. 

Zehn Gleichungen in obiger Form 
stehen zur Verfiigung, um den wahr- 
scheinlichsten Wert des x und y zu 
berechnen. 

Man findet K = 36,56 N + 23,56 N2. 

Aus jedem gefundenen K kann die 
Normalitit der Salzsaure jetzt berechnet 
werden. Auf der anderen Seite folgt 
aus einer bekannten Salzsiurekonzen- 
tration die Inversionskonstante. 


Die Zeichnung zeigt einen allmahlichen Verlauf der Kurve. 


Konzentraton der Sa/zsaure 
ee. fs 
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Anzahl com Salzsaure —> 
Abb. 1. 


Kein 


Wert fiir K, aus der Formel hergeleitet, wich denn auch stark vom 


gefundenen ab. 





Inversionskonstante Berechnet 
Ky 25,50 
K, 22.38 
K, 19,38 
K, 16,51 
Ke 13,76 
. 11,15 
K, 8,66 
K, 6,30 
K, 4,07 
K, : 1,97 


Gefunden 


25,47 
22,39 
19,37 
16,52 
13,75 
11,16 
8,65 
6,34 
4.06 
1,96 


1) Bei meinen Versuchen ist die beobachtete Rotation verhaltnismaBig 


etwas zu niedrig, infolge der Anwesenheit von Salzsiure. 
bei gréBeren Saiurekonzentrationen die K etwas zu hoch gefunden. 


Dadurch werden 
Dies 


hat aber auf den typischen Verlauf der K-Konzentrations-Kurve keinen 


groBen EinfluB. 
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Die Formel K = 36,56 N + 23,56 N? gilt fiir eine Zuckerkonz 
tration von % x 1,013 x 260g Saccharose pro Liter und fiir e 
Temperatur von 25,24° C. 


Gelegentlich wird noch der Einflu8 auf die GréBe der Inversic 
konstante zu untersuchen sein, der von kleinen Anderungen in der urspriii:y 
lichen Zuckermenge in einem gleichen Volumen der Reaktionsfliissigk«i 
ausgelibt wird'). Das entstandene Neutralsalz bei einer Messung des 
Bindungsvermégens eines basischen Stoffes in Hinsicht auf die Saure. 
spielt vielleicht eine Rolle. 

Auch der Temperaturkoeffizient der Inversionskonstante wird z\ 
messen sein. 

8. Von der Anthranilsdure ist die basische Valenz in iibermafiger 
Salzsiure bestimmt worden. Orthoamidobenzoésiure hat bekanntlich 
noch den ganzen Charakter einer Amidosiure. Die Anwendung der 
Polarisationsmethode hatte denn auch den Erfolg, daB die basische 
Gruppe sich dazu fahig zeigte, eine aiquivalente Menge Salzsiure 21 
neutralisieren. 

Der Stoff wurde benutzt, nachdem das technische Produkt einigemal| 
aus Alkohol umgefallt worden war. Er hatte dann den Schmelzpunkt 
144 bis 145°C, wie auch fiir die Anthranilsiure angegeben wird. 

Die Reaktionsfliissigkeit bestand aus einer Mischung von 10 ccm 
der Rohrzuckerlésung (1,013 x 260 g Saccharose pro Liter enthaltend), 
1 Millimol (137 mg) Anthranilsiure, 5 ccm 1,044 n Salzsiure und 5 ccm 
Wasser”). Die Enddrehung ist in diesem Falle noch einmal experi- 
mentell festgestellt. Nach einigen Tagen wurde die Ablesung von einer 
auftretenden Braunfairbung erschwert. 

Mittels der Formel 


4 . 
10 %—?T, 


Re oe ee 
(te — 4) +60 °r, —4, 


kann die Zeit (¢, — ¢,ist jetzt in Stunden ausgedriickt), nach welcher 
die Rotation 0,1°V. von der Enddrehung entfernt ist, berechnet 
werden. Ist doch r, etwa — 15,1. Kurz nach dem Anfang des 
Versuches wurde fir 7, die GréBe + 47,4 gefunden. Aus den 
Beobachtungen ging hervor, daB K ungefihr 8,8 ist. So findet 
man fiir genannte Zeitdauer 52,95 Stunden. Deshalb wurde nach 
+53 Stunden die Rotation einigemal abgelesen und auf — 14,9 
festgesetzt, so daB r, = — 15,0. 


1) Dieser EinfluB8 ist jedenfalls klein. Aus den Daten ZH. Cohens, in 
der Zeitschr. f. physik. Chem. 28, 444 (1897) laBt sich berechnen, daB man 
fiir eine Zuckerkonzentration von gerade ¥%. 260g pro Liter, die K um 
4°/,, kleiner finden wird. 

2) Es wurde angenommen, da das Gesamtvolumen 20 ccm betrigt. 
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Die Ergebnisse der Probe (in duplo) werden in untenstehenden 
Tabellen erwihnt. 


1 Millimol Anthranilséure (Schmelzpunkt 145°C) 








+ 5eem Salzséure + 5ccm Wasser + 10cem Rohrzuckerlésung; r,, = — 15,0 
Teles Ra it Tr — T.o\r 104 r Tu 
punkt (Min) i op "log (rs Re roo) log 'n— ri. o th — t, log “ — ff. 
10b55,2". 0 474 624 1,7952 ao — 
11 55,2) 600 40,2 | 552 1,7419 0,0533 8,883 
12 56,7),121,5 33,8 488 1,6884 0,1068 8,790 
1 25,2), 150.0, 31,2 | 46,2 1,6646 0,1306 8,707 
1 55,7, 180,56 283 433 1,6365 0,1587 8,792 
2 24,7|| 209.5, 25.9 | 40,9 1.6117 0,1835 8,759 
2 58,0 | 242.8 23,1 |) 38,1 1,5809 0.2143 8,827 
3. 27,0) 271,8' 21,1} 36,1 1.5575 0.2377 8,746 
4 0,1 /)304,9 18,7 | 33,7 1.5276 0,2676 8,776 
4 33,2/|338,0 16,7 31,7 1,5011 0,2941 8,701 
K im Durchschnitt 8,78 
Wie in voriger Tabelle 
Zeit- tn—t "Tale 104 rT. 
pinkt Min} Tn "* Tee log (tn—T ,,) log ~ set 3 K cor log aaa ‘ 
| | | j 
11h26,0' 0 488 588 1,7694 — —_ 
11 56,1) 30,1 403 | 55,3 1,7427 0,0267 8,869 
12 57,7) 91,7, 33,9 | 48,9 | 1,6893 0,0801 8,734 
1 26,1 120.1; 31,3 | 46,3 1,6656 0,1038 8,642 
1 56.5 150.5) 28,4 43,4 1,6375 0,1319 8,764 
2 25,7 179,7' 25,8 | 40,8 1,6107 0,1587 8,833 
2 59,0| 213,0, 23,1 | 38,1 1,5809 0,1885 8,851 
3 28,1 || 242.1) 21,0 | 36,0 1,5563 0,2131 8,802 
4 1,1 275,1, 18,6 33,6 1,5263 0,2431 __ 8,837 
K im Durchschnitt 8,79 
, 8,78 . 
Es wurde also gefunden: K = 8.79” d.h. K = 8,79. 


Zu diesem K gehért ein N = 0,2115. Ohne hinzugefiigte Anthranil- 
siure belauft sich N auf 0,2610. In den 20ccm (dem Volumen der 
Reaktionsfliissigkeit) ist also 20. (0,2610 — 0,2115) = 0,990 Millimol 
Chlorwasserstoffsiure neutralisiert worden. 

9. Was die Genauigkeit der Bestimmungen betrifft, sei bemerkt, 
daB bei diesen Messungen fiir die Anthranilsiure in der ersten Reihe 
durchschnittlich K = 8,78, in der zweiten K = 8,79 gefunden wurde. 

Der mittlere Fehler von K im Durchschnitt betragt in der ersten 
Reihe 0,019 und in der zweiten 0,027. Im letzten Falle also 0,3°%%. 
Aus allen Bestimmungen ging hervor, daB dieser mittlere Fehler nicht 
tiber 0,3°% hinauszugehen braucht. 








~ 
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Ks stellt sich aber heraus, daB die Ergebnisdifferenzen der doppelte: 
und dreifachen Reihen (es spielen hier Fehler beim Pipettieren ein 
Rolle) die Genauigkeit beherrschen. 

Um den mittleren Fehler einer gefundenen Konstante richtig 
beurteilen zu k6énnen, hatte man _ verschiedene Bestimmungen fii 
jedes K machen sollen. Eine Einsicht in die Genauigkeit gibt folgenc 
Betrachtung. Wenn wir bei jedem Ergebnis fiir K (§ 6) auf die Differenz 
der berechneten Grobe (§ 7) achten, so zeigt sich, daB sie bei den 23 Be. 
stimmungen durchschnittlich 0,4°% betrigt. 

Aus dem Zusammenhang zwischen N und K geht hervor, dali 
der Fehler betreffs N, der von dem gefundenen K herriihrt, durch. 
schnittlich kleiner ist als 0,4°%. Es kann also gesagt werden, daB de: 
mittlere Fehler (°/, durchschnittlich) bei den Normalitatsbestimmungen 
mittels der Polarisationsmethode 0,5 °% betragt. 

Was dies bedeutet, mag folgende Darstellung zeigen. Wenn fiir di: 


Bestimmung der basischen Valenz der Anthranilsiure eine Versuchsreih: 
angestellt wird mit dem Ergebnis K = 8,79, so folgt daraus, daB die Nor 
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malitat der wirksamen Salzsiure 0,2115 + 0,0011 ist, und daB 1 Millimo! 
Anthranilsaéure 0,99 + 0,02 Millimol HCI neutralisiert. Von der Bestimmung 
weiB man dann mit groBer GewiBheit, daB sie bis auf 2 genau ist. 

Die Genauigkeit der Bestimmung wird noch gesteigert werden, j: 
nachdem die Quantitaét des zu untersuchenden Stoffes der aquivalenten 
Menge der zugegebenen Salzsiure gleichkommt. 


10. Das Bindungsvermégen bestimmter Ko6rper fiir Salzsiure 
ist mittels der Rohrzuckerinversion schon 1896 von O. Cohnheim aus- 
gefiihrt worden. 

Dieser maf} in hiibscher Weise die Bindung der Salzsiure durch 
KiweiBkoérper in Prozentzahlen!). Die von mir in Mantelréhren aus. 
gefiihrte Arbeitsmethode kénnte man eine Verbesserung der Cohnheim- 
schen nennen. 

Bei ihm wurde die gefundene Geschwindigkeitskonstante fiir ein: 
Mischung von Salzsiure und Eiweifstoff nicht in dem bestimmten 
Zusammenhang zwischen Konstante und Normalitaét der wirksamen 
Saure interpretiert. Er verglich sie aber mit einer zweiten Konstante 
die er zu gleicher Zeit fiir dieselbe Zuckerkonzentration und eine be. 
kannte Menge Salzsiure bestimmte. 

Er nahm an, da zwischen der Normalitit der wirksamen Saiur 
und der Konstante eine lineare Proportionalitat herrsche. Dies abe: 
kann zu Fehlern AnlaB geben. 


1) Zeitschr. f. Biologie 38, 489, 1896. Man findet eine kurzgefaBte Be- 
schreibung hiervon bei Ernst Cohen, Voordrachten over Phys. Scheik. 
voor Geneeskundigen 1901, 8. 20—23. 
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Stellen wir uns vor, da® fiir den Fall der Anthranilsiure obiges Ky 
und auBerdem als zweite Konstante K, bestimmt wiirde, letzteres unter 
Hinzufiigung von 1 Millimol Anthranilsiure. 

Bei unserer Untersuchungstemperatur ist gefunden Ky) = 25,47 und 
K, (bei zugegebener Anthranilsiure) = 8,79. Die bekannte Normalitat der 
Salzsiure ist fiir den ersten Fall 0,522, fiir den zweiten beliuft sie sich auf 

8,79 
25,47 


Ohne Anthranilsiure wiirde die Salzsiure eine Konzentration von 


- 0,522 0,180. 


0,261 norm. haben. 

Das Ergebnis nach dieser Berechnung ware, daB8 1 Millimol Anthranil- 
siure 20. (0,261 0,180) = 1,62 Millimol HCl neutralisierte. Hier fande 
sich also ein Fehler von 60% vor. In der Abbildung machen die punktierten 
Linien dies deutlich. 

Der Fehler kann sehr groB werden, wenn die Menge der zu unter- 
suchenden Verbindung der aquivalenten Menge der Salzsiure gleich- 
kommt. Je nachdem der Stoff prozentweise weniger Salzsiure neutra- 
lisiert, um so kleiner wird der Fehler sein. 

Cohnheim arbeitete bei viel kleineren Salzsiurekonzentrationen. 

Im Falle der Protalbumose z. B. waren die Konzentrationen der 
zugegebenen Salzsiure 0,06848 und 0,03424 normal. 

Bei 25° fand Ostwald!) seine Reaktionskonstanten wie ersichtlich: 

bei n/10. Salzsiure. . . . . Ca = 3,335 
.) ere 

Innerhalb dieses Gebietes verrichtete Cohnheim seine Messungen. 
Bei den von mir benutzten Konzentrationen (bei 25,24°) ist die un- 
proportionale Zunahme der Inversionskonstante mit der Salzsiure- 
normalitat bedeutend gréfer. 

Bei 0,5222n Salzsiure ist Ky) = 25,47. 
0,0522 n K, = 1,96. 


$9 ” ” 


Cohnheim wird also weniger groBe Fehler gemacht haben. Eine 
Proportionalitat zwischen Inversionskonstante und Chlorwasserstoff- 
siurekonzentration darf aber nur fiir auBerste Verdiinnungen an- 
genommen werden. 


Zusammenfassung. 

Die friiheren polarimetrischen Bestimmungen hatten etwas Schwan- 
kendes. Von jetzt an kann man aber mit wiinschenswerter Genauigkeit 
die gesuchten Gré®en feststellen. Unter dem Einflu8 einer bestimmten 
Menge Salzsiure und einer bestimmten Menge des zu untersuchenden 
Stoffes miBt man die Geschwindigkeitskonstante K der Rohrzucker- 


1) Ostwald, loc. cit. 
Biochemische Zeitschrift Band 137. : 34 
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inversion. Eine Formel wurde abgeleitet, die den Zusammenh 
zwischen K und der Normalitiit N der katalytisch wirksamen Si 
ausdriickt. Eine dahinzielende Bestimmung der basischen Valery 


der Anthranilsiure ist ausgefiihrt worden, wobei der etwaige Febicr 


2°/, betrug. Letzterer kann bei einer guten Wahl der Salzsiure- wd 
Stoffkonzentration bedeutend kleiner sein. 


SchlieBlich danke ich Herrn Prof. Dr. H. I. Waterman fiir di: 
vielen Ratschlage und Frl. A. 2. Korvezee fiir die gute Hilfe bei de1 
Ausfiihrung der Proben. 
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Uber die Kreatininausscheidung im Harne. 


Zur Kritik der Ambardschen Theorie. 


Von 


Wilhelm Laufberger. 


(Aus dem Institut fiir allgemeine und experimentelle Pathologie an der 
Masaryk-Universitit zu Briinn.) 


(Eingegangen am 6. Marz 1923.) 


Die Ausscheidung fester Stoffe durch die Niere ist nicht etwa 
eine Sache des Zufalls, sondern richtet sich wie jede andere Funktion 
des Kérpers nach bestimmten Gesetzen, deren Existenz wir durchaus 
nicht bezweifeln kénnen, wenn auch die Frage, ob diese Gesetze auf 
Grund der bisherigen Forschungsergebnisse formulierbar sind, noch 
offen bleibt. Der erste, der mit geistreicher Eleganz die Sekretion, 
der festen Urinbestandteile in mathematische Formeln zu_kleiden 
versuchte, war Ambard'). Die Ansichten iiber den praktischen und 
theoretischen Wert der Ambardschen Konstante gehen wohl ausein- 
ander, doch es ist hier nicht der Ort, sich mit der ganzen kritischen 
Literatur zu befassen. Der genannte Autor hat seine Gesetze auf alle 
durch die Niere sezernierten Stoffe ausgedehnt, die er in solche mit 
und ohne Schwelle einteilt. Seine Versuche tiber die Ausscheidung 
erstreckten sich auBer auf den Harnstoff auch noch auf die Chloride, 
Sulfate, Ammoniak, Jod, Brom, Methylenblau, Phenolphthalein und 
andere, durchaus aber nicht auf Natrium, Kalium, Calcium, Phosphate, 
Kreatinin und Harnsiure, welche Stoffe ich an anderer Stelle einer 
kritischen Analyse unterworfen habe’). 

Die Grundlage unserer Versuche bildet eine Arbeitshypothese, 
die wir bereits friiher benutzt haben und die nicht die Einteilung 
Ambards und anderer in Stoffe mit und ohne Schwelle voraussetzt, 
sondern auf der Vorstellung mehrerer Stoffgruppen besteht, von denen 
jede in ihrer Ausscheidung von anderen Regeln beherrscht wird. Ob 
sich diese Arbeitshypothese in eine exakt formulierte Theorie wird 
umwandeln lassen, dariiber kann erst eine Reihe von Versuchen die 
Entscheidung bringen. 

Nach der Theorie Ambards richten sich Stoffe, die eine Schwelle 
besitzen, nach dem iiberschwelligen Werte. Im Gegensatz zu diesen 


1) Ambard, Physiologie normale et pathologique des reins. Masson & Cie. 
1920. 
2) Thomayertv Sbornik, Prag 1923  (Tschechisch.) 
34* 











532 W. Laufberger: 


wird das Verhalten der Stoffe ohne Schwelle einfach von deren Ki... 
zentration im Blute beherrscht. Fiir die erste kénnen wir also nav}, 
Ambard die Forme] 

Uberschwelliger Wert : 
= Sekretionskonstante 

jy Standarddebit 
als giiltig annehmen. Der iiberschwellige Wert ist die Differenz zwischen 
der Konzentration des untersuchten Stoffes im Blute und seiner Schwell 
Diese zu bestimmen ist schwierig, vielleicht unméglich, und auch 
Ambard stellt sich die Schwelle nicht als bestimmten, unverinderlichen 
Wert vor, sondern nimmt an, da®B sich ihre Héhe den Bediirfnissen 
des Organismus entsprechend andert. Durch diese Annahme ist es 
eigentlich unméglich, die Theorie Ambards zu widerlegen , wenn nicht 
der Fall eintritt, daB der tiberschwellige Wert die tatsichliche Konzen 
tration des Stoffes im Blute tibertrifft. Ein regelmaBiges Auffinden 
eines solchen Verhaltens wiirde mit einem Male die Theorie Ambards 
umstoBben. Wir haben unter normalen Verhiltnissen bei der Unter 
suchung der Ausscheidung der Mineralstoffe solche Werte bis jetzt nicht 
gefunden. Den Ausdruck Standarddebit gebrauchen wir in einem solchen 
Sinne, um den Debit des ausgeschiedenen Stoffes vergleichen zu kénnen. 
Wenn sich die Konzentration desselben im Blute und Urine andert, 
ist es nach dem dritten Ambardschen Gesetze notwr dig, den Debit 
auf die Standardkonzentration des Harnstoffes im Harne iiberzufiihren, 
welche 25°/,, betriigt. Die im Harne gelésten Stoffe werden in Standard- 
konzentrationen ausgedriickt, die der Standardkonzentration des 
Harnstoffes proportional sind. Ein Beispiel soll das niaher erklaren: 
In der Ambardschen Formel 
Ur 
D.yC 
y25 
ist der Wert 25 fiir den Harnstoff giiltig. Arbeiten wir nun mit einem 
anderen Stoffe, so berechnen wir dessen Wert entsprechend dem Ver- 
haltnis der Molekulargewichte, fiir Kreatinin lautet diese Proportion 
25: x = 60: 13,2. 

Teilen wir nun den wirklichen beobachteten Debit durch die Quadrat- 
wurzel des so berechneten Wertes, so erhalten wir den Standarddebit 
des betreffenden Stoffes. Dadurch gelangen wir fiir das Kreatinin zu 
der Formel: 


= (),07 


Uberschwelliger Wert 


| D.yc 
y47,1 


0,07. 
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Der Anschaulichkeit wegen sei ein Beispiel angefiihrt: Die Versuchs- 
person entleerte die Harnblase um 9h und dann um 9h 45’. Die Menge 
des zum zweiten Male sezernierten Harnes betrug 30 ccm, die Kon- 
zentration des Kreatinins im Urin C = 2,40g pro Liter. Daraus be- 
rechnen wir das 24stiindige Harnvolumen wie folgt: 1440: 45 — 32, 
Vy = 32x 3 962 cem oder 0,962 Liter. 

Die in 24 Stunden ausgeschiedene Menge des Stoffes ist : D rx 
Diese Werte setzen wir in die Formel fiir das Kreatinin ein: 


Uberschwelliger Wert des Kreatinins 
= yc 
\ 47,1 


; ; ‘ i /D.ye 
oder iiberschwelliger Wert des Kreatinins ] J 0,07. 
y 47,1 


0.07, 


Die Versuche wurden im Laufe des Vormittags angestellt, weil 
zu dieser Zeit die Versuchspersonen auber dem Friihstiick nichts ge- 
nossen hatten. Wir wendeten diese VorsichtsmaBregel an, trotzdem 
wir vorl*«fig keinen Grund haben, unser Augenmerk auf die Diit 
zu richten. 

Zur Illustration unserer umfangreichen Versuche, die sich auf eine 
Gruppe von 20 Gendarmen, viele Patienten und Laboratoriumspersonal 
erstreckte, legen wir hier nur zwei Versuchsreihen vor. In der ersten 
Tabelle sind alle zur Berechnung notwendigen, experimentell beob- 
achteten Zahlen einer Person, die im Laufe eines ganzen Vormittags 
einem Reihenversuche unterzogen wurde, verzeichnet. In der letzten 
Rubrik dieser Tabelle sind die iiberschwelligen Werte, berechnet nach 
der friiher angegebenen Weise, angefiihrt. Bei dieser Versuchsreihe 
sind die Kreatininkonzentrationen im Plasma bzw. Serum nicht 
bestimmt worden. 

Tabelle I. 





ake Daraus Kreatinin- Uberschwelliy 

I . : : nee 8 berechnete | konzentration ee 

Nr. Stunde Minuten a Tagesharn: in Harne , Ph, ele 

Resties menge g fur 1 Liter 

1 | 7h45’— gb00’ 75 28 0,538 2,37 0,037 
2 | 9 00— 9 45 45 30 0,962 2.40 0,049 
3 | 9 45—10 30 45 19 0,608 2,31 0,039 
4 | 10 30—11 15 45 20 0,641 1,57 0,030 
5 || 11 15—12 00 45 18 0,527 1,50 0,026 
6 12 00—12 30 30 18 0,864 1,55 0,033 


In der zweiten Tabelle fiihren wir die im Gesamtblute vorgefundenen 
Kreatininkonzentrationen und die iiberschwelligen Werte, beides in 
Milligramm auf 100 ccm Blut an. 
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Tabelle II. 





Nr. Name des Patienten arom 100 — t a 
l 1 ee ae ee ae 1,56 7,06 1) 
2 eee a RE ee 1,63 3,20 
3 oS See 111 1.68 
4 ae ere ee ee ae 1,49 3,63 
5 ae ue 1,20 2,98 
6 Dati ig Ar Opry ghd 1,07 3,10 
7 bc Ee 1,43 3,55 
8 1, SU ie ny Sea P 0,93 4,20 
9 Kom. poe vee 3,81 

10 Rs eS ae a 1,38 2,20 


Viele andere Versuche, deren Anfiihrung den Rahmen diese: 
Arbeit iiberschreiten wiirde, zeigen aihnliche Verhiltnisse. Das Resultat 
dieser Versuche also ist, da der nach der Ambardschen Theorie be- 
rechnete tiberschwellige Wert sich zwischen 1,68 und 4,9 mg auf 100 ccm 
Blut bewegt. 

Wir machten unsere Versuche zu einer Zeit, als Folin und Wu 
ihre Methode der Blutanalyse erst fiir das Gesamtblut ausgearbeitet 
hatten. Inzwischen hat diese Methode durch Ww?) eine Vervollkomm- 
nung erfahren, durch die es méglich ist, sie auch fiir getrennte Blut- 
kérperchen und Plasma zu verwenden. Unsere eigenen Blutanalysen 
sind fiir die Lésung dieser Frage nicht ohne weiteres verwendbar, da 
bei der Ambardschen Theorie nur die Plasma- oder Serumwerte von 
Bedeutung sind, weil ja nur die chemische Zusammensetzung der Blut- 
fliissigkeit als Sekretionsreiz und Sekretionsmaterial fiir die Niere in 
Betracht kommt. Aber schon friiher vor dem Erscheinen der Arbeite1 
von Wu wurde im auBersten Falle gleiche Verteilung sowohl des ge- 
samten als auch des priformierten Kreatinins auf Plasma und auf 
Blutkérperchen angenommen. Bei unserer Fragestellung und den 
bedeutend hédheren iiberschwelligen Werten kann man also auch dic 
Kreatininkonzentration im Gesamtblute zur Anwendung bringen. 
Unsere Versuchsergebnisse stehen im Einklange mit dem ungemein 
reichen und vom speziellen analytischen Standpunkte aus zusammen- 
gestellten Zahlenmaterial Feigls*). Auch diese erstrecken sich aber 
nur auf Analysen von Gesamtblut. Die einzigen Zahlen, die sich zur- 
zeit fiir die Entscheidung dieser unentschiedenen Frage anwenden 
lassen, sind die von Wu. Diese ergeben: Gesamtkreatinin im Plasma 
auf 100cem durchschnittlich 1,47 mg, max. 2,1 mg; _priformiertes 
Kreatinin im Plasma auf 100 ccm durchschnittlich 1,24 mg, max. 1,5 mg. 


1) Im Harne Kreatin, Carcinomfall. 
2) Wu, Journ. of biol. Chem. 51, 21, 1922. 
3) Feigl, diese Zeitschr. 105, 255, 1920. 
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Wenn wir nun die Standardzahlen fiir das praformierte Kreatinin 
und die berechneten iiberschwelligen Werte vergleichen, so gelangen 
wir zu dem iiberraschenden Resultate, daB die iiberschwelligen Werte 
in einem Mabe hoher sind als die tatsichlich vorgefundenen Kreatinin- 
konzentrationen im Blute, das die zulassigen Versuchsfehler weit tiber- 
schreitet. Dieses Ergebnis kanr. nur so gedeutet werden, daB die Ambard- 
sche Theorie fiir das Kreatinin keine Geltung besitzt. 

Gegen eine solche Erklirung unserer Versuchsergebnisse kénnen 
nun zwei Einwinde vorgebracht werden. Benedict!) ist der Meinung, 
daB die Methodik der Kreatininbestimmung im Blute nicht ganz ein- 
wandfrei sei. Diese Bedenken richten sich hauptsichlich gegen die 
Kreatininbestimmung, dessen Konzentration, nach dem Folinschen 
analytischen Prinzip bestimmt, zu hoch zu sein scheint, wenn auch 
fiir diese Meinung der strikte Beweis noch nicht erbracht ist. Es kénnte 
aber auch ein solcher schwerer Mangel der analytischen Methodik die 
Versuchsergebnisse nur in einer Richtung falschen, die die Ambardsche 
Theorie stiitzen kénnte, da die mit ihrer Hilfe ermittelten Kreatinin- 
werte angeblich zu hoch sind. 

Der zweite Einwand scheint mir schwerer zu wiegen. Man kann 
nimlich einen Ubergang des Kreatins in Kreatinin in der Niere an- 
nehmen, wie ich das schon friiher einmal anlaéBlich der Entwicklung 
einiger theoretischer Gedanken iiber die Kreatinurie ausgesprochen 
habe?) und wie jetzt auch Benedict?) glaubt. Aber auch die Gesamt- 
kreatininwerte reichen nicht aus fiir die Erklirung der Kreatinin- 
ausscheidung nach Ambardschen Gesetzen, da die Kreatinwerte im 
Plasma verschwindend klein sind. 

Auf Grund unserer Befunde glauben wir uns zu der Aussage berechtigt, 
dap die Ambardsche Theorie fiir Kreatinin keine Geltung hat und dap 
sie also nicht fiir alle harnfdhigen Stoffe verallgemeinert werden darf, 
wie Ambard glaubt. 


1) Behre und Benedict, Journ. of biol. Chem. 52, 11, 1922. 
2) Cas. Ces. Lék. 1919, S. 31. 
3) Benedict, |. ¢. 





Der Stoffwechsel verpflanzter Tumoren. 


I. Mitteilung. 
Uber den Kohlehydratstoffwechsel. 


Von 


Kenji Tadenuma, 8. Hotta und J. Homma. 


(Aus der Abteilung Irisawa der Medizinischen Klinik des Medical Colleg 
der Kaiserlichen Universitat Tokio.) 


(Eingegangen am 6. Mdrz 1923.) 


Uber den Stoffwechsel von Tieren mit iiberpflanzten Tumoren 
oder von Kranken mit Neubildungen sind viele Untersuchungen ver- 
6ffentlicht worden, desgleichen iiber den Stoffwechsel amputierte: 
Geschwiilste. Kiirzlich berichtete Russel iiber den Einflu8 von Kohle- 
hydraten auf den Gasstoffwechsel von Geschwiilsten. Die ersteren 
kénnen angesehen werden als Untersuchungen iiber abbauende Ver- 
anderungen des Koérpers als Ganzen als Reaktion gegen das Wachstum 
des Tumors, im Gegensatz zum direkten Stoffwechsel der Geschwulst 
bei ihrer Uberpflanzung auf Tiere oder bei Kranken. Nur in diesem 
Umfange hat solch eine Untersuchung Wert. Andererseits geht die 
Untersuchung eines amputierten Tumors auf die physiologischen 
Geschwulsteigenschaften ; daher erstreckt sie sich mehr auf die Unter- 
suchung der Tumorsubstanz selbst. Bei letzterer werden amputierte 
Tumoren angewandt; ihre Lebensfunktion ist daher bis zu einem ge- 
wissen Grade gestért. Im iibrigen kénnen sie nicht in anderer Weise 
behandelt werden, um die Stoffwechselverinderungen zu untersuchen. 

Vor zwei Jahren berichtete der eine von uns bei einer Untersuchung 
iiber Hiihnersarkom, daB sich bei einem Huhn, auf das Sarkom iiber- 
tragen war, Metastase in einem Fliigel zeigte, auch wenn der Fliigel 
mit Geschwulst entfernt wurde, nachdem der Tumor eine gewisse 
GréBe erreicht hatte. In gleicher Weise wurde das Sarkom auf einen 
Fliigel tibertragen, und in verschiedenen Stadien seines Wachstums 
wurden Blutproben aus beiden Axillarvenen entnommen und auf 
chemische Verainderungen untersucht. Die Verschiedenheiten in dem 
aus beiden Adern entnommenen Blut sind zuriickzufiihren auf die 
Veranderungen, die durch die Lebensfunktionen des Tumors verursacht 
wurden, mit anderen Worten, sie beruhen auf dem Stoffwechsel des 
wachsenden Tumors. So machten wir fortgesetzte Beobachtungen 
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iber den Stoffwechsel von Tumoren unter verschiedenen Bedingungen. 
indem wir die Geschwulst in verhiltnismaBig natiirlichem Zustande 


erhielten. 

Diesmal untersuchten wir Blutzucker bei Hiihnern in normalem 
Zustande, bei Hyperglykimie und im Reizzustande. Spater wollen 
wir noch vergleichend iiber bésartige und gutartige Geschwiilste sowie 


iiber die Blutgase in dem aus beiden Axillarvenen entnommenen Blut 
berichten. 
Versuche. 
Nachdem die Axillarvenen auf beiden Seiten bloBgelegt waren, 
wurden ihnen gleichzeitig Blutproben entnommen; dann wurde der 
Blutzuckergehalt nach der Methode von Bang bestimmt. 


I. Vergleich von Blutzucker in beiden Fliigeln in normalem Zustande. 
1. Datum des Versuchs: 13. April 1922. 
Geschwulst von der GréBe eines kleinen Hiihnereies. 
Probe 9h 35’ vormittags. 
Fliigel mit Tumor 0,15°, normaler Fliigel 0,17, Differenz 
Probe: 10h vormittags. 
Fliigel mit Tumor 0,16° >, normaler Fliigel 0,18°, Differenz 
Das Huhn starb am 15. April. 
2. Datum des Versuchs: 15. April 1922. 
Tumor von der GréBe eines groBen Hiihnereies. 
Probe: 10h vormittags. 
Fliigel mit Tumor 0,17°>, normaler Fliigel 0,19°,, Differenz 0,02 °5. 
Datum des Versuchs: 19. April 1922. 
Fliigel mit Tumor 0,14%, normaler Fliigel 0,16%, Differenz 0,02 °%. 
Datum des Versuchs: 19. April 1922. 
Fliigel mit Tumor 0,14°, normaler Fliigel 0,16° , Differenz 0,02. 
Dies Huhn starb am 20. April. Ein Teil des Tumors war nekrotisch. 
3. Datum des Versuchs: 19. April 1922. 
Tumor von der GréBe eines groBen Hiihnereies. 
Probe: 10h 20’ vormittags. 
Fliigel mit Tumor 0,16, normaler Fliigel 0,18°,, Differenz 0,02 °,. 
Probe 10h 40’ vormittags. 
Fliigel mit Tumor 0,19°,, normaler Fliigel 0,20°, Differenz 0,01 °). 
Datum des Versuchs: 23. April 1922. 
Fliigel mit Tumor 0,217%, normaler Fliigel 0,236, Differenz 0,019 %, 
4. Datum des Versuchs: 5. Mai 1922. 
Tumor von der GréBe eines Gianseeies. 
Fliigel mit Tumor 0,214°, normaler Fliigel 0,214°,, keine Differenz. 
5. Datum des Versuchs: 5. Mai 1922. 
Tumor von Hihnereigr6éBe. 
Fliigel mit Tumor 0,19%%, normaler Fliigel 0,23°,, Differenz 0,04 °). 
6. Datum des Versuchs: 24. Mai 1922. 
Tumor von GanseeigréBe. 
Fliigel mit Tumor 0,187, normaler Fliigel 0,201°,, Differenz 0,014 %. 
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Die Beschreibung dieser Versuche zeigt, da in allen Fallen, aus 
genommen Nr. 4, der Blutzuckergehalt des Blutes in dem Fliigel mit 
Tumor merklich geringer war als in dem normalen Fliigel. Die Differenz 
betrug 0,04 °, in einem besonders hervorstechenden Falle, sonst meisten 
0,01 bis 0,02°%,; sie wird natiirlich durch den Zuckerverbrauch det 
Tumoren verursacht. Die Menge des verbrauchten Zuckers hing 
von der GréBe und den Wachstumsbedingungen des Tumors ab. Der 
Unterschied in der Menge des von Tumoren gleicher GréBe verbrauchten 
Zuckers beruht auf verschiedenen Wachstumsbedingungen. Das Er 
gebnis obiger Versuche zeigt, dag das Hiihnersarkom (Typ II) ver 
haltnismabig groBe Mengen Zucker verbraucht. Das zeigt, dab dic 
Menge des Blutzuckers das Wachstum der Geschwulst beeinfluBt 
Die Beziehung zwischen dem Wachstum von verpflanzten Tumoren 
und einer Driise mit innerer Sekretion, wie dem Eierstock, kann durch 
wechselnden Blutzuckergehalt beeinfluBt werden. Die Tatsache, dab 
sich Metastasen nach der Amputation von Fliigeln, auf die Tumoren 
iiberpflanzt waren, gezeigt haben, kénnte so gedeutet werden, als ob 
sie durch die Uberernihrung (Stérung des normalen Blutzuckergehaltes) 
der Hiihner nach der Entfernung des Fliigels verursacht wurden. 


II. A. Vergleiche von Blutzucker bei Hyperglykdmie durch Injektion von 
Traubenzucker. 
1. Versuchsdatum: 4. August 1922. 

Tumor von GianseeigréBe. Ein Teil war nekrotisch. 

Probe: 10h 10’ vormittags in normalem Zustande. 

Fliigel mit Tumor 0,149, normaler Fliigel 0,147, Differenz 0,002 °%. 

Um 10h 30’ vormittags wurden 30 cem einer 20proz. Traubenzuckerlosung 
in die Abdominalhéhle injiziert, eine Blutprobe wurde 11h 15’ vor- 
mittags, 45 Minuten nach der Injektion, entnommen. 

Fliigel mit Tumor 0,346%, normaler Fliigel 0,374°, Differenz 0,027 °,. 

Probe um 12h 20' nachmittags, 2 Stunden und 10 Minuten nach der 
Injektion. 

Fliigel mit Tumor 0,403%, normaler Fliigel 0,442°6, Differenz 0,039 %. 

Probe um 2h 10’ nachmittags, 4 Stunden nach der Injektion. 

Fliigel mit Tumor 0,441, normaler Fliigel 0,443°%, Differenz 0,002 %. 

2. Datum des Versuchs: 30. August 1922. 

Tumor von GanseeigréBe. 

Probe 9h 20’ vormittags in normalem Zustande. 

Fliigel mit Tumor 0,2054%%, normaler Fliigel 0,2082°%, Differenz 0,0028 °,. 

9h 30’ vormittags subkutane Injektion von 20 cem einer 20proz. Trauben- 
zuckerlésung, Zuckerbestimmung um 10h vormittags, 30 Minuten 
nach Injektion. 

Fliigel mit Tumor 0,3158 %, normaler Fliigel 0,3874%, Differenz 0,0716 %. 

Probe um 10h 30’ vormittags, 1 Stunde nach Injektion. 

Fliigel mit Tumor 0,3158 °4, normaler Fliigel 0,3865 °, Differenz 0,0294 %,. 


Obiger Versuch zeigt, daf der Unterschied im Blutzuckergehalt 
in beiden Adern in normalem Zustande nicht so sehr hervortrat, wohl 
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aber war er im Zustand der Hyperglykiimie merklich gréBer. Nachdem 
aber dieser Zustand mehrere Stunden gedauert hatte, verringerte sich 
die Differenz 1 etwas. Der Tumor verbraucht also Zucker bis zu einem 
gewissen Grade entsprechend dem vermehrten Blutzucker, aber nach 
langerer Dauer des Zustandes vermindert sich der Verbrauch wieder. 
Es besteht indessen noch eine Differenz zwischen den absoluten Mengen 
des Zuckerverbrauchs im normalen Zustande und bei Hyperglykimie. 
In der Regel ist der Zuckerverbrauch wihrend der Hyperglykamie 
groBer als unter normalen Bedingungen. 


B. Vergleiche von Blutzucker bei Hyperglykdmie durch Injektion von 
Adrenalin. 





Flugel mit Normaler oo 
Tumor Fligel 
1. Tumor von GinseeigréBe. Datum des Versuchs: 6. Mai 1922. 
2h 20’ nachm. Normaler Zustand 0,17 0,189 0,019 
Subkutane Injektion von 1 cem einer !/ 999 Adrenalinlésung um 2" 30! nachm. 
Neon} SGQHGD ... 6. 6k we 0,239 0,274 0,035 
eG 2 OOUIMIOR . kk 4 cis oe 0,215 0,233 0,018 
2. Tumor, Versuchsdatum: 8. Mai 1922. 
1b 20’ nachm. Normaler Zustand 0,204 0,229 0,025 
Subkutane Injektion von 1 cem einer '/;99) Adrenalinlésung um 12" mittags. 
eo DI Sa ee 0,298 0,338 0.04 
Wach I*}, Standen ... ....<+ 0,29 0,333 0,043 
3. Tumor von GanseeigréBe. Datum des Versuchs: 13. Mai 1922. 
Im Normalzustand ....... 0,184 0,208 0,024 
Subkutane Injektion von 1 cem einer !/;99) Adrenalinlésung um 11" vorm. 
Nach 30 Minuten. ....... 0,191 0,197 0,006 
Nach 1 Stunde 50 Minuten, . . 0,198 0,221 0.024 
mech 2 Stunden. 66). 0 4 0,205 0,222 0,017 
4. Tumor von GanseeigroBe. 
Normelsustand . ..... 2... 0,148 0,196 0,038 
Subkutane Injektion von 2cem einer 1*/j,99) Adrenalinlésung um 95 20’, 
mee TE Btande . 0,162 0,225 0,063 
5. Tumor von GanseeigréBe. Versuchsdatum: 22. Mai 1922. 
* ; 0,135 0,161 0,026 
meormamuuintana 2. 5... 6 6 a's 0.120 0.158 0.038 


Hierauf wurde die Blutzirkulation auf 2 Minuten an der Seite des Tumor- 
fliigels unterbrochen: 
0,129 0,143 0,044 
Subkutane Injektion von 1 cem Adrenalin. 


Nach 40 Minuten. ....... 0,100 0.15 0.044 
Nach 50 Minuten. ....... 0,102 0,145 0,043 
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Wie dieser Versuch zeigt, bestand ein merklicher Unterschied ii 
Zuckergehalt des Blutes der beiden Fliigel. In einem Falle betrug e 
sogar 0,06°%. Diese Differenz beruht ohne Zweifel auf dem Verbrauc}, 
durch den Tumor. 

Die Differenz des Blutzuckergehalts in den beiden Fliigeln kann 
eher auf einem vermehrten Zuckerverbrauch des Fliigels als ganzen 
geschoben werden — wegen der Stockung der Blutzirkulation infolg: 
der Neubildung — als auf einen vermehrten Zuckerverbrauch durch 
die Geschwulst selbst. Um diese Frage zu entscheiden, unterbanden 
wir einen Fliigel eines normalen gesunden Huhns auf 2 bis 5 Minuten. 
dann bestimmten wir den Blutzucker. Es ergab sich eine Differenz von 
nur 0,01 % in einem besonders markanten Falle. Von den so behandelten 
finf Hiihnern zeigte eins eine Differenz von 0,008°, (2 Minuten ab- 
gebunden), das zweite 0,005°% (2 Minuten abgebunden), das dritte 
0,002 °% (5 Minuten abgebunden), das vierte 0,004° (5 Minuten ab- 
gebunden), das fiinfte 0,01°, (5 Minuten abgebunden). Isa Durch- 
schnitt der fiinf Fille betrug die Differenz also 0,008 °. Die Zirkulation 
wurde durch den Tumor weniger aufgehalten als durch diese Unter- 
bindung. So mu® man die Ursache des geringeren Zuckergehaltes 
im Tumorfliigel der Geschwulst selbst zuschreiben. 


III. Vergleich des Blutzuckers der Adern beider Fliigel nach Massage de 
Geschwulst. 


Um den EinfluB der Reizung einer Geschwulst auf den Blutzucker 
zu bestimmen, massierten wir die Geschwulst und bestimmten dann den 
Zuckergehalt. 





Fligel mit Normaler 
Tumor Flugel 


Oy 0 0 %F, 


Differenz 


. Tumor yon GanseeigréBe, Datum des Versuchs: 1. Juni 1922. 


Peso tg tle 0.2077 0.2190 0,0113 
Massage 10 Minuten 
Bestimmung nach 10 Minuten . . 0,1870 0,21 0,037 
2 Stunden nach der ersten Massage 
erfolgte eine zweite von 5 Minuten 0,230 0,28 0,05 


2. Tumor von GianseeigrdBe, Versuchsdatum: 10. Juni 1922. 


Normalzustand . . | 0,1974 0,2088 0,0114 
Unmittelbar nach 10 Min. Massage |} 0,19 0,26 0,079 
meen SC paIOn. wc ke ee 0,252 0,042 
Ree a OS ee oe eS 0,193 0,223 0,04 

pale 2 omen eS 0,201 0,2092 0,0082 


3. Tumor von Hiihnereigr6Be. Versuchsdatum: 17. Juni 1922. 


Normalzustand . , 0,175 0,194 0,019 
Unmittelbar nach 10 Min. Massage 0,15 0,201 0,051 
Nach 30 Minuten. ... at 0,155 0,198 0,043 
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Es ist hiaiufig beobachtet worden, da ein Tumor bei Reizung, 
nsbesondere mechanischer Art, ein beschleunigtes Wachstum zeigt. 
Das beruht auf erhéhter Lebenstitigkeit des Tumorgewebes. Bei dem 
Massageversuch ist der Blutzuckerversuch des Tumors nach der Massage 
merklich vermehrt. Bei Versuch | war die Differenz des Blutzuckers 
im normalen Zustande 0,0113°, und vermehrte sich auf 0,05° nach 
der Massage. Dain diesem Falle Hyperglykimie vorlag, kann die gréBere 
Differenz eher hierdurch als durch Veranderungen in den Lebens- 
funktionen des Tumors verursacht sein. Aber nach der ersten Massage, 
als keine Hyperglykimie vorhanden war, betrug die Differenz des 
Blutzuckers 0,037 %. Sie ist sicher auf den Tumor selbst zuriickzufiihren. 
Bei dem zweiten Versuch kann sich dieselbe Frage erheben, aber bei 
dem dritten Versuch ist keine Hyperglykimie festzustellen, so dab 
die Differenz eher durch die vermehrte Titigkeit des Tumors bedingt 
wird, als durch Hyperglykimie, die gelegentlich die Tumormassage 
begleitet. 


SchluB. 

Der Verbrauch von Blutzucker durch Hiihnersarkom ist verhialtnis- 
maBig groB. Er wiichst durch vermehrte Zuckerzufuhr. Eine Reizung 
(Massage) vergr6éBert ebenfalls den Verbrauch. 

Zum Schlu8 méchten wir den Herren Professoren Nagayo und 
Mita fiir ihre freundliche Unterstiitzung danken, auch méchten wir 
bei dieser Gelegenheit Herrn Professor Jrisawa unsere Verehrung aus- 
sprechen. 











Zur Deutung des Methodenfehlers der 
Harnstoff- Hypobromit-Methode. 


Von 


B. M. Margoseches und Heinrich Rose. 


(Aus dem Laboratorium fiir chemische Technologie I der Deutschen 
Technischen Hochschule Briinn.) 


(Eingegangen am 11. Februar 1923.) 


Ungefihr 150 Arbeiten befassen sich mit der azotometrischen 
Hypobromitmethode zur Bestimmung des Harnstoff- und Ammonium- 
stickstoffs; der gréBte Teil dieser Arbeiten behandelt Vorschlige, die 
die Harnstoffhypobromitmethode zumindest in der Form einer ,,kon- 
ventionellen Methode* analytisch brauchbar gestalten sollen. Man 
pflegt zwar dem Verhalten des Ammoniaks bzw. des Harnstoffs gegen 
Bromlauge die Reaktionsgleichungen 

2NH, + 3NaOBr = 3 NaBr + 3H,O + N, 
bzw. CO(NH,), + 3 NaOBr = 3 NaBr + 2H,O + CO, + N,, 


nach welchen der gesamte Stickstoffgehalt der genannten Verbindungen 
in elementarer Form auftritt, zagrunde zu legen, es ist jedoch bekannt, 
daB man bei der Bestimmung des Ammoniumstickstoffs mit einem 
Stickstoffausfall von ungefahr bis zu 5% und bei der Ermittlung des 
Harnstoffstickstoffs sogar mit einem Ausfall bis zu 10° Stickstoff zu 
rechnen hat. 

In der vorliegenden Arbeit wird auf Grund neuen experimentellen 
Materials unter kritischer Sichtung der einschligigen Literatur die 
Deutung des Stickstoffausfalls, also des Methodenfehlers!) der Harnstoff- 
hypobromitmethode behandelt, eine Frage, tiber welche geteilte An- 
schauungen herrschen und die verhaltnismaBig nur wenig bearbeitet 
wurde. 

1) In Anlehnung an L. Mosers interessante Ausfithrungen, Zeitschr. f. 


analyt. Chem. 59, 1—10, 1920, wobei jedoch hier nur die Hawptfehler- 
quelle der Methode beriicksichtigt wird. 





sal 
stil 
Gu 


an’ 
zer 
Ze 
ras 
fiir 
LO: 
sto 
die 
bil 
wk 


E. 

sau 
des 
die 
Sai 
Lic 
mit 
bes 
Lec 
ber 
sto 
urs 
unt 
arb 
vor 
em) 


(18 
ein 
alk: 
wic 
met 
me! 


schi 


187 





hen 


um- 

die 
con- 
Man 
gen 


gen 
nnt, 
1em 
des 
f zu 


llen 

die 
off- 
An- 
itet 


pt. 
iler- 








B. M. Margosches u. H. Rose, Methodenfehler usw. 543 


Allgemeines. 

Der erste, der auf die Wirkung der Hypohalogenite auf Ammonium- 
salze aufmerksam machte, war Melsens') in Briissel (1852), der zur Be- 
stimmung der Ammoniumsalze in Diingemitteln und insbesondere in 
Guano eine alkalische Auflésung eines Bleichsalzes (Hypohalogenites) 
anwendete, die die Ammoniumsalze unter Entwicklung des Stickstoffs 
zerlegte. Auch Harnstoff und Harnsiure erleiden nach Melsens eine ahnliche 
Zerlegung. Melsens hielt dieses analytische Verfahren seiner Einfachheit und 
raschen Ausfiihrung wegen besonders bei physiologischen Untersuchungen 
fiir wichtig. Wohler*) (1853) benutzte zur Bestimmung des Guanos eine 
Lésung von Chlorkalk bzw. von unterchlorigsaurem Kalk, die den Stick- 
stoff der organischen Stoffe und der Ammoniumsalze in Freiheit setzte. Da 
die Messung der entwickelten Gase nach Wéhler wegen der starken Schaum- 
bildung unausfiihrbar war, so maf dieser das Volumen des von dem ent- 
wickelten Gase verdriingten Wassers. 

Eingehend befaBte sich mit der Bestimmung des Harnstoffs (im Harn) 
E. W. Davy*) (1854), der die Zersetzung des Harnstoffs mit unterchlorig- 
saurem Natrium in einem einfachen Apparate durchfiihrte und das Volumen 
des entwickelten Gases bestimmte. Er wies schon auf einige Fehler, die 
dieser Bestimmung anhaften, z. B. auf die spontane Entwicklung des 
Sauerstoffs aus dem unterchlorigsauren Natrium durch Einwirkung des 
Lichtes usw. hin. Auch O. L. Erdmann *) (1857), der den Stickstoff im Guano 
mit einer Auflésung von gutem Chlorkalk in einem entsprechenden Apparate 
bestimmte, fand, da8 dieses Verfahren nur anndhernd richtige Werte gibt. 
Leconte*) (1858), der unterchlorigsaures Natrium fiir die Harnstoffbestimmung 
benutzte, legte der Bestimmung die Berechnung zugrunde, da8 0,1 g Harn- 
stoff nur 34 cem Gas statt 37 cem liefere. W. Knop®) (1859), dem es sich 
urspriinglich nur um eine Ammoniakbestimmung in Ackererde handelte, 
unterzog die bekannt gewordenen Angaben einer griindlichen Prifung und 
arbeitete eine Methode fiir Ammoniumsalze aus. Der alkalischen Loésung 
von unterchlorigsaurem Natrium fiigte er Brom zu, und erst im Jahre 18707) 
empfahl Knop eine bestimmte Lésung von Brom in Natronlauge. 

Einige Jahre nach Knops Veroffentlichung berechnete FH. Dietrich ®*) 
(1866) eine Korrektionstabelle, die den Ausfall des Stickstoffs, ,,infolge 
einer ,Absorption’ in der Lauge“, beriicksichtigte unter Verwendung einer 
alkalischen Lésung von unterchlorigsaurem Natrium vom spezifischen Ge- 
wicht 1,1, die von der Knop-Lésung abweicht. Diese Bestimmungs- 
methode fiir Ammoniumsalze erweckte jedoch erst eine grdBere Auf- 
merksamkeit, als sie Knop in einem Vortrage*®) und Huefner'®) (1871), 


1) Melsens, Jahresber. d. Chem. 1852, S. 725. 

2) Wohler, Prakt. Ubungen 1853, S. 180. 

3) BE. W. Davy, Journ. f. prakt. Chem. 1, 188, 1854. 
4) Erdmann, Jahresber. d. Chem. 1857, 8. 60. 

5) Leconte, ebendaselbst 1858, 8. 636. 

8) Knop, Chem. Zentralbl. 1860, 5S. 244. 

Derselbe, Zeitschr. f. analyt. Chem. 1870, S. 225. 
8) E. Dietrich, ebendaselbst 1866, S. 36. 


~— 


%) Gehalten am 4. Marz 1870 in der Konigl. sachs. Gesellsch. f.Wissen- 
schaft. 
10) Huefner, Jahresber. d. Chem. 1871, 8. 867; Zeitschr. f. analyt. Chem. 


1871, S. 486. 
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der auch einen geeigneten Apparat (zur Harnanalyse) einfiihrte, empfohle: 
hatte. 

Kine wesentliche Verbesserung des Apparates wie auch eine Modi 
fikation der Darstellungsweise der Knopschen Bromlauge, auBerdem ein 
Uberpriifung der Dietrichschen 'Tabelle fiir Bromnatronlauge _ fiihrt« 
P. Wagner) (1874) durch und in dieser Form wird die Methode noc! 
heute vielfach gebraucht. Es folgte weiter eine ganze Reihe von Arbeiten. 
die, wie bereits bemerkt, die Methode zu verbessern, beziehungsweise den 
Stickstoffverlust zu erklaren suchten. Da® der Verlauf der Reaktion bis 
in die neueste Zeit noch nicht als geklart zu betrachten ist, beweisen unter 
anderen auch die in den Jahren 1919 und 1920 von EH. Dekeuver?) und von 
L. Lescoeur*) erschienenen Arbeiten. 


Uber Vorschliige zur Verbesserung der azotometrischen 
Harnstoff-Hypobromit-Methode. 

Die Hypobromitreaktion stickstoffhaltiger Produkte wurde haupt- 
siichlich unter Anwendung von Harnstoff als Untersuchungsmaterial 
studiert und daher bezieht sich auch der gréBte Teil der Vorschlige 
zur Verbesserung der Methode auf den Harnstoff. 


Die azotometrische Hypobromitmethode wird meistens unter 
Anwendung des bekannten Knop-Wagner-Azotometers vorgenommen®). 
fast alle zu diesem Zwecke in Vorschlag gebrachten Apparate be- 
stehen im wesentlichen aus zwei Bestandteilen, und zwar aus einem 
ZersetzungsgefiB und aus einer Biirette zum Auffangen und Messen 
des Gases. Die wiederholt durchgefiihrten Anderungen der Apparatur 
zielten auf bequemere Form und Handhabung, auf genauere Ab- 
lesungsmoéglichkeit, auf gute Mischung der in Reaktion zu bringenden 
Lésungen usw. hin. 

Es scheint die A pparatur, wenn sie nur den iiblichen Anforderungen 
einer solchen fiir gasvolumetrische Zwecke entspricht, keine entschei- 
dende Rolle bei der azotometrischen Methode zu spielen, weswegen 
von einer Aufzihlung der ungefihr 50 in Vorschlag gebrachten Apparate 
abgesehen wurde. 

Der Konzentrationsgrad spielt bekanntlich eine besondere Rolle 
bei der Durchfiihrung von Reaktionen in wiisserigen Lésungen. Man 
versuchte daher, durch Anderung der Konzentration der Bromlauge 
die Stickstoffentwicklung zu férdern. Es wurden mehr als 40 ver- 
schiedene ,,Bromlaugen‘‘, darunter allerdings auch solche, die fiir die 
jodometrische Hypobromitmethode dienen, in Vorschlag gebracht. 


1) P. Wagner, Zeitschr. f. analyt. Chem. 1874, 8. 383. 

2) Dekeuver und Lescoeur, Chem. Zentralbl. 4, 350, 1919. 

3) Lescoeur, ebendaselbst 2, 361, 681, 1920. 

4) Vgl. Lunge-Berl, Techn.-chem. Untersuchungsmethoden, 7. Aufl., 1, 
1921; Post-Neumann, Chem.-techn. Analyse, 3. Aufl., 1, 1912; W. A. Boths 
Chem.-Kalender 1922. 
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Es wurden ,,Bromlaugen‘’ vorgeschlagen von: Melsens (1851), 
F. Wohler (1853), L. Erdmann (1857), Leconte (1859), W. Knop (1860), 
E. Dietrich (1866), W.Knop (1870), Paul Wagner (1874), EF. Quinquand 
(1881), Hsbach (1881), J. R. Duggan (1882), F. A. Falck (1882), C. Arnold 
(1882), H. J. Hamburger (1883), H. Salkowski (1886), D. B. Dott (1890), 
S. Henry Smith (1890), H. H. Bartley (1891), H.R. Squibb (1893), Petit 
und Monfet (1893), L. L.de Koninck (1899), W. Brdutigam (1901), Octave 
Lecomte (1903), G. Sellier (1903), W. M. Dehn (1906), Raoul Neveu (1907), 
P. Artmann und A. Skrabal (1907), Remo Corradi (1908), A. Ronchése 
(1909), G. Meillére (1909), A. Job und Clarens (1909), F. Haessler (1909), 
W. de Graff (1910), Adolf Jolles (1913), Anton Sklepinsky (1913), Marie 
Krogh (1913), A. Fouchet (1917), A. Chawmeil (1918), Golse (1919), Stehle 
(1921) u. a m. 


Arbeiten, die sich mit der Heranziehung von Korrekturen bei 
der Durchfiihrung der azotometrischen Hypobromitmethode befassen, 
sind ebenfalls in groBer Zahl bekannt geworden. 

Sie riihren von Leconte (1858), Knop (1860 und 1886), P. Wagner 
(1874), Huefner (1878), Jakoby (1885), Frederic Seiler (1890), Heaton und 
Vasey (1891), L.Garnier und L. Michel (1900), W. M. Dehn (1906), R. Corradi 


(1908), Florence (1909), A. Job und Clarens (1909), Grimbart und Laudet 
(1913), Marie Krogh (1913), André Renaud (1919) u. a. her. 


Der wichtigste Vorschlag auf diesem Gebiete riihrt von G. Lunge 
her, nach welchem Vorschlage bekanntlich ein bestimmter Prozentsatz 
an Stickstoff (im Durchschnitt 2,5°%) dem Versuchsergebnis hinzu 
zu addieren ist. In dieser Form hat die azotometrische H ypobromit- 
methode bis heute noch eine gewisse praktische Bedeutung beibehalten, 
wie dies aus der neuesten einschligigen Literatur, insbesondere aus 
Werken didaktischer Richtung zu entnehmen ist. 

Es sei hier nur auf HZ. Berl in Lunge-Berls Chemisch-technischen Unter- 
suchungsmethoden, 7. Aufl. 1, 184—188 und 935, 1921; F. Hahn, Leitfaden 
der quantitativen Analyse 1922, S. 178 und 179; W.D. Treadwell in 


F. P. Treadwells Kurzem Lehrbuch der analytischen Chemie 2, 724 und 726, 
1922; ferner auf W. A. Roths Chemikerkalender, 1923, hingewiesen. 


Um den Stickstoffausfall zu verringern, ist auch versucht worden, 
verschiedene Zusdtze, wie Zucker, Kaliumcyanat, Acetessigester, Ferri- 
cyankalium in Anwendung zu bringen. Diese Art der Durchfihrung 
der Hypobromitmethode wird nicht geiibt. 

‘Aus der einschlagigen Literatur sei hier auf die Arbeiten von Méhu 
(1880), Essbach (1881), Fauconnier (1880), Jey (1881), W. Ostwald (1883), 
Jacoby (1885), A. H. Allen (1896), L. Garnier und Michel (1900), R. Corradi 
(1900), Marie Krogh (1913), Adolf Jolles (1914) hingewiesen. 

Kin Faktor, der auf den Verlauf der Reaktion den gréBten EinfluB 
ausiibt, nimlich die Anwendung héherer Temperatur, wurde ver- 
haltnismaBig nur von wenigen in Erwigung gezogen, da die meisten 
Chemiker, die sich mit der azotometrischen Harnstoffbestimmung 

Biochemische Zeitschrift Band 137. 35 
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befassen, die Reaktion bei gewéhnlicher Temperatur durchfihren. 
Bekannt gewordene Arbeiten, bei denen durch Erhéhung der Tempe- 
ratur die Reaktion beschleunigt oder gar vollstindig beendet wurde, 
beanspruchen besonderes Interesse, obwohl die Frage, die hier experi- 
mentell behandelt wird, niamlich die Deutwng des Stickstoftausfalls, 
ebenfalls mit der Arbeitsweise bei gewdhnlicher Temperatur im Zu- 
sammenhang steht. 


Es beobachtete schon Leconte') (1858) den giinstigen EinfluB8 héherer 
Temperatur und erwirmte daher das Reaktionsgemisch (Natriumhypo- 
chlorit und Harnstoff); Knop*) benutzt (1890) nur die nicht bromierte 
Javellesche Lauge bei héherer Temperatur, wahrend er die bromierte bei 
gewohnlicher Temperatur anwendet. Héhere Temperatur wendet zwar 
Knop an, um bei Substanzen wie Guano die Liésung von Klumpen, die 
sich sonst in der Kialte bilden wiirden, zu bewirken, — die Erwarmung 
hat aber auch den Zweck, bei Substanzen, die in der Kalte nicht den theore- 
tischen Wert ergeben, wie Ammoniumoxalat, Harnstoff oder Harnsiure, 
die Stickstoffentwickling zu férdern. Die Siedehitze ergibt wohl eine 
Erhoéhung der Werte, aber in den meisten Fallen nicht die theoretische 
Ausbeute. Beim Erhitzen bis zum Sieden bemerkt Knop, daB sich nach 
und nach immer mehr Gas entwickelt. Wiahrend sonst bei allen gasanalyti- 
schen Methoden der Temperatur und dem Barometerstande Rechnung 
getragen wird, beriicksichtigt Knop nur die Temperatur. Eine wichtige 
Beobachtung macht LH. Dietrich*) (1866), namlich die, da die Reaktion 
zwischen einer Ammoniumchloridlésung und bromierter Hypochloritlauge 
unter Warmeentwicklung verliuft, und daher macht er den Vorschlag, 
vor dem Ablesen des Gasvolumens eine gewisse Zeit abzuwarten, da man 
einen groBen Fehler begehen kénnte, wenn man gleich nach der Ent- 
wicklung abliest. Auf diese Beobachtung der Warmeentwicklung griindet 
(1895) J. Barker Smith*) eine Methode, die heute von geschichtlichem 
Interesse ist, nach welcher die bei der Zersetzung eintretenden Tempe- 
raturerhOGhung den Harnstoffgehalt ergibt. Eine besondere Verbesserung 
fiihrt P. Wagner®) (1874) ein, indem er unter Beriicksichtigung der Tat- 
sache, daB die Reaktion unter Warmeentwicklung stattfindet, die Tempe- 
ratur durch Einstellen des Reaktionskolbens in Wasser auf die gleiche 
Hohe bringt, wie vor der Reaktion. Auch G. Huefner*) (1871) will durch 
gelindes Erwirmen des Zersetzungskélbchens die Umsetzung vollstandig 
beenden. Er stellt also das Kélbchen nach Ablauf der Hauptentwicklung 
in ein Becherglas, in welchem sich Wasser von 60 bis 70° befindet. Nach 
etwa halbstiindigem Stehen, wahrenddessen das Wasser nur einmal durch 
warmes Wasser ersetzt wird, wird die fiir diesen Fall vorgesehene MeB- 
glocke abgenommen, zur méglichsten Entfernung der Lauge in einen groBen 
Zylinder mit Wasser! gebracht und endlich das Gas in ein Eudiometer 
iberfiihrt. Er untersucht das entwickelte Gas und findet auch geringe 
Mengen Sauerstoff neben dem Stickstoff, aus welchem er die Harnstoff- 


1) Leconte, Jahresber. d. Chem. 1858, S. 636. 

2) Knop, Chem. Zentralbl. 1860, S. 240. 

3) EB. Dietrich, Zeitschr. f. analyt. Chem. 1866, S. 36. 

4) S. Barker Smith, Jahresber. d. Chem. 1895, 8S. 3029. 
5) P. Wagner, Zeitschr. f. analyt. Chem. 1874, S. 383. 
6) G. Huefner, ebendaselbst 1871, S. 486. 
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menge berechnet, wobei sich aber trotzdem ein Verlust von 2 bis 4% des 
Stickstoffs ergibt. In gleicher Weise untersucht Huefner auch das Gas, 
welches die Lauge fiir sich allein beim Erwirmen entwickelt. Da das Gas 
(nach fiinfstiindigem Erhitzen hatten sich 16 ccm Gas entwickelt) aus 
Sauerstoff, dem nur 0,5 % Stickstoff beigemengt waren, bestand, so glaubte 
Huejner, daB dem aufgefangenen Stickstoff keine andere, als nur eine 
Verunreinigung mit Sauerstoff drohe. Russel und West) (1874), die den 
Huejnerschen Apparat in geringem MaBe modifizieren, wollen die Reaktion, 
die gew6hnlich 10 Minuten in Anspruch nimmt, durch maBiges Erwirmen 
beschleunigen. Sie bekommen bei Harnstoffbestimmung in Harn etwa 
8% zu wenig, doch soll dieser Abgang durch Korrektion fiir Wasserdampf 
und Temperatur wieder gutgemacht werden, dabei kann man nach Russel 
und West auch, so wie es Knop tat, die Barometerstandsinderung vernach- 
lassigen. Uber den EinfluB der Temperatur hat G. Lunge*) (1885) eine 
Bemerkung gemacht, ,,daB die Reaktion keine glatte sei und zu einem 
Gleichgewicht fiihre, das von der Temperatur, dem Zustande der Brom- 
lauge usw. abhdngig sei‘, die, wie sich weiter unten zeigen wird, von 
besonderer Bedeutung ist. 


Auch die Untersuchung der Ammoniumsalze wurde auf ahnliche 
Weise vorgenommen, und es soll nach Angaben von H. Hentschel*) (1892), 
der die Bestimmung der Ammoniumsalze in einem dem Victor Meyerschen 
ahnlichen Apparat durchfiihrt, eine Korrektur nicht notwendig sein, wenn 
es nicht auf auBerste Genauigkeit ankommt. M. Hénig (1878) hat die 
azotometrische Methode in der Warme durchgefiihrt. Ff’. Gantter*) (1893), der 
ein Gasvolumeter allgemeiner Verwendbarkeit konstruiert, benutzt dieses 
auch zur Stickstoffbestimmung in Ammoniumsalzen mittels Hypobromits. 
Die Zersetzung der Ammoniumsalze mittels Hypobromits geschieht in 
der Warme, das Stickstoffvolum wird aus dem Volumen des Wassers, 
welches durch das entwickelte Gas verdrangt wird, errechnet, und auf 
diese Weise soll man nach Gantter gute Resultate erzielen. 


Ochsner de Conink®) (1895), leitet wie Huefner die Gasentwicklung 
auch durch vorsichtiges Erwirmen ein und erhitzt zum Schlu8 starker, 
wenn die Gasentwicklung nachlaBt. Marie Krogh*) (1913) untersucht 
den EinfluB der Temperatur nur bei zwei Temperaturen, nimlich bei 
12° und 17°. Sie findet, daB ein Temperaturunterschied von 5° ohne 
erheblichen EinfluB auf das Ergebnis sei. Einen Fortschritt fiir die Be- 
stimmung des Stickstoffs im Harnstoff mittels Hypobromits bedeutet 
die Anwendung eines Vakuuwms in einem von C. A. Garcia’) (1914) 
empfohlenen Nitrometer, wodurch theoretische oder doch nahezu theore- 
tische Werte erhalten werden sollen. Ebenfalls in Vakuum bestimmt 1921 
R. L. Stehle*) in dem Apparat von van Slyke den Harnstoff in Harn, sowie 
den nicht an Proteine gebundenen Stickstoff im Blute. 


1) Russel und West, Zeitschr. f. analyt. Chem. 1874, 5. 474. 
2) G. Lunge, Chem. Industrie 1885, 8. 161. 

3) H. Hentschel, Zeitschr. f. analyt. Chem. 1892, 8. 552. 

4) F. Gantter, ebendaselbst 1891, 8S. 560. 

5) Ochsner de Conink, ebendaselbst 1895, S. 255. 

6) Marie Krogh, Zeitschr. f. physiol. Chem. 1913, S. 579. 

7) C. A. Garcia, Chem. Zentralbl. 2, 438, 1914. 

8) R. L. Stehle, ebendaselbst 2, 537, 1921. 
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Ober die bisher versuchte Deutung des Stickstoffausfalles der Harnstoff- 
Hypobromit-Methode. 

Es wurde schon erwihnt, daB Dietrich!) (1866) eine Korrekturen- 
tabelle fiir den ,,absorbierten“‘ Stickstoff berechnete und Wagner) (1874) 
diese Tabelle iiberpriift hat. Beide Forscher nehmen also an, daB der 
Stickstoff in der Entwicklungsfliissigkeit absorbiert bleibe. Dieser 
Ansicht der Léslichkeit des Stickstoffs schlieBen sich auch andere 
Chemiker, wie Knop*) (1875), F. Plehn*) (1875), A. Pagel5) (1876) u. a. 
an. G. Huefner*) (1877), der den Stickstoffverlust mit der Konzen- 
tration der Bromlauge in Zusammenhang bringt, bewies durch einen 
einfachen Versuch, daB der Stickstoffverlust derselbe bleibe, ob die 
Lauge mit atmosphirischer Luft gesittigt ist oder nicht. Es ist 
also nach Huefner der Stickstoffausfall nicht durch eine Absorption 
des Stickstoffs durch die Lauge bedingt. Daf es keine Absorption 
sei, behauptet auch G. Lwnge’) (1885). Artmann und Skrabal*) (1907) 
dagegen geben die Méglichkeit einer Absorption insofern zu, als sie 
den Vorteil ihrer jodometrischen Methode darin sehen, daB bei dieser 
die Absorption des Stickstoffs gar nicht in Betracht kommt. Sie be- 
merken dazu unter anderem, da es sich in der Regel um an Stickstoff 
iibersittigte Lésungen handle, also mit anderen Worten, daB der 
Stickstoff gelést bleibe. Doch lassen sie auch andere Deutungen zu. 
F. P. Treadwell tritt in den altesten sowie neuesten Auflagen seiner 
Lehrbiicher dafiir ein, daB von einer Absorption des Stickstoffs in der 
Lauge keine Rede sein kénne, da8 vielmehr die Reaktion bei gewéhn- 
licher Temperatur nicht quantitativ verlaufe, wohl aber in der Hitze. 
Der gegensitzlichen Ansicht ist ‘C. A. G@arcia®) (1914), der sich des 
Vakuums bedient. 

Da man bei der azotometrischen Hypobromitmethode einen 
Stickstoffausfall festgestellt hat, so nimmt man an, daB neben der 
Hauptreaktion 
CO(NH,), + 3 NaOBr = 3 NaBr + CO, + 2H,O + N, 


sich Nebenreaktionen abspielen, die vielleicht unabhingig von den auBeren 
Versuchsbedingungen den Stickstoffverlust verursachen, und der Stick- 
stoffverlust wire demgemiB in dem Chemismus der Reaktion zu suchen. 


1) Dietrich, Zeitschr. f. analyt. Chem. 1866, 8. 36. 

2) Wagner, ebendaselbst 1874, S. 383. 

3) Knop, ebendaselbst 1875, S. 247. 

4) F, Plehn, ebendaselbst 1875, S. 383. 

5) A. Pagel, ebendaselbst 1876, S. 276. 

6) @. Huefner, Zeitschr. f. physiol. Chem. 1877, 8. 350. 

7) G. Lunge, Chem. Industrie 1885, 8. 161. 

8) Artmann und Skrabal, Zeitschr. f. analyt. Chem. 1907, S. 5. 
®) Garcia, Chem. Zentralbl. 2, 438, 1914. 
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Es hat schon Huefner') (1871) gemeint, daB vielleicht die unter- 
bromige Saure mit Harnstoff eine Verbindung bilde, die sich der Ein- 
wirkung des Hypobromits entzieht. Es kénnte vielleicht Cyan bzw. 
Cyanursiure entstehen [R. Luther*), 1889], die ebenfalls — besonders 
letztere — eine stabile, schwer zersetzbare Verbindung mit Harnstoff 
eingehen kénnte, usw. 


Eine Erklarung, die von verschiedenen Chemikern bewiesen worden 
sein soll, gibt Fauconnier*) (1880), namlich die, daB bei der Einwirkung 
von unterbromigsauren Alkalien auf Harnstoff ein Teil des Stickstoffs 
zu Salpetersiure, im allgemeinen zu Stickstoff-Sauerstoffverdindungen, 
oxydiert wird, wovon sich Fauconnier durch den Versuch tberzeugt 
haben will. Die Wirkungsweise des Zuckers erklart er durch die Vor- 
stellung, daB die gebildete Salpetersiure in dem MaBe, wie sie entsteht, 
sofort wieder durch den Zucker reduziert wird. Nach Jakoby*) (1885) 
soll der Zucker nach Art der Kupferspirale bei der Elementaranalyse 
wirken. Die Angabe von Fauconnier, daB sich Salpetersiure bildet, 
kann R. Luther®) (1889) bestatigen, indem er den Nachweis der Salpeter- 
siure auf einem anderen Wege bringt. Beide haben die Zersetzung 
des Harnstoffs in der Wairme durchgefiihrt, nur mit dem Unterschied, 
daB Fauconnier mit Kaliumhypochlorit, Luther dagegen mit Brom- 
barytlauge arbeitet. DaB sich Stickstoff-Sauerstoffverbindungen bei 
der Zersetzung bilden, weisen Lord Rayleigh und Ramsay*) (1898) 
auf physikalischem Wege nach, indem sie die Dichte des durch die 
Kinwirkung von Natriumhypochlorit oder Natriumhypobromit auf 
Harnstoff entwickelten Stickstoffs 144° gréBer finden als die des 
reinen argonfreien Stickstoffs. Bei Anwendung heifer Hypobromit- 
lésung erhalten sie ein Gas, das 21, % schwerer ist als reiner Stickstoff. 
Die Untersuchungen ergaben, daf die Beimengung, welche die Er- 
héhung der Dichte bedingt, Stickoxydul sei. Es ist weiter nach Lord 
Rayleigh der Stickstoffverlust von 8%, welcher bei der Zersetzung 
von Harnstoff durch Hypobromit gefunden wird, wahrscheinlich zum 
groBen Teil dadurch verursacht, daB neben dem Stickoxydul, dessen 
Bildung das Gasvolumen nicht andern wiirde, andere Stickoxyde ent- 
stehen, die von der alkalischen Lésung zuriickgehalten werden. Nach 
W. Dehn®*) (1906) soll sich keine Salpetersiiure bilden und es soll durch 
einen einfachen Versuch die Gegenwart eines Molekularzustandes der 


1) Huejner, Zeitschr. f. analyt. Chem. 1871, 8. 486. 

*) R. Luther, Zeitschr. f. physiol. Chem. 1889, 8. 500. 

3) Fauconnier, Zeitschr. f. analyt. Chem. 1880, S. 508. 

*) Jakoby, ebendaselbst 1885, 8. 307. 

5) Rayleigh und Ramsay, Chem. Zentralbl. 2, 881, 1898. 
6) W. Dehn, Zeitschr. f. analyt. Chem. 1906, S. 604. 
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NH,- wie auch ClO-Gruppe bewiesen werden. Behandelt man namlich 
eine Hypobromitlésung mit einer Harnstofflésung, bis die erstere ent- 
farbt ist, so verursacht die Zugabe von Hypobromit ein Entweichen 
von Stickstoff, und die von verdiinnter Schwefelsiure ein Entweichen 
von Brom, was Dehn als einen Beweis ,,fiir NH,- und ClO-Gruppe* 
ansieht. Marie Krogh) (1913), die die Hypobromitfrage eingehend 
studiert hat, ist der Meinung, daB bei der Zersetzung des Harnstoffs 
mit Bromlauge der fehlende Reststickstoff zu Stickoxydverbindungen 
oxydiert werde. Sie beweist dies durch folgende Versuche: Eine be- 
kannte Menge von Harnstofflésung wird mit Hypobromit behandelt 
und nach erfolgter Gasentwicklung mit konzentrierter Schwefelsiure 
versetzt, gekocht, um das Brom auszutreiben und einen Teil des Wassers 
zu verdampfen; darauf wird die Stickstoffbestimmung nach Kjeldahl 
in bekannter Weise vorgenommen, wobei sich kein meBbarer Stickstoff- 
gehalt zeigt. Da der Stickstoffausfall auch bei einer Kjeldahlisation 
nicht nachgewiesen werden konnte, muB er nach Marie Krogh zu einer 
der Sauerstoffverbindungen des Stickstoffs weiter oxydiert worden 
sein. Sie fiihrt weiter eine qualitative und dann eine auf demselben 
Prinzip gestiitzte quantitative Analyse der gebildeten Stickoxyde 
durch. Der alkalischen Fliissigkeit setzt sie Zinkspine, die mit Kupfer- 
sulfat befeuchtet waren, zu, erwarmt und destilliert in eine vorgelegte 
Saure das aus der Salpetersiiure durch Reduktion entstandene Ammo- 
niak iiber. Diese Arbeitsweise fiihrt nach Marie Krogh dazu, den 
fehlenden Stickstoff zu erhalten, und sie schlieBt daraus, daB die 
fehlende Stickstoffmenge in Form einer Sauerstoffverbindung des 
Stickstoffs vorhanden ist. 


DaB die alkalische Flissigkeit nach vorgenommener Zersetzung 
des Harnstoffs noch Ammoniak entwickelt, wenn man mit einem 
Gemisch von Zink und Kupfer erhitzt, hat auch L. Lescoeur?) (1920) 
beobachtet. Sauert man dagegen mit Schwefelsiure an, tritt freies 
Brom auf, und man findet bei nachtraglicher Kjeldahlisation nur einen 
geringen Teil des fehlenden Stickstoffs wieder, was Lescoeur mit einer 
vorhergegangenen Cyanatbildung in Zusammenhang bringt, da nach 
Versuchen von Lescoeur Kaliumcyanat sich in gleicher Weise verhilt. 
Lescoeur hilt die Annahme, daB Nitrit vorliege, nicht fiir zwingend. 
Dieser Forscher nimmt auch aus Griinden, die im Verlaufe der Arbeit 
besprochen werden, an, dafB Hypobromit den Harnstoff zu einem 
kleinen Teil in Ammoniumcyanat umlagere und dieses in folgender 
Weise reagiere: 

CH,ON, + 3 Br + 4NaOH = 3 NaBr + 4H,O + NaCNO +N. 


1) Marie Krogh, Zeitschr. f. physiol. Chem. 1913, 8. 579. 
2) Lescoeur, Chem. Zentralbl. 2, 361, 681, 1920. 
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Dies deckt sich mit einer bereits von H. G. H. Fenton) (1878) aus- 
gesprochenen Ansicht, nach welcher unterchlorige Saure aus Harnstoff 
nur die Halfte des Stickstoffs frei macht, wahrend die andere Hilfte 
als Cyanat in Lésung bleibt. 
2CO(NH,), + 3NaClO + 2NaOH = 3 NaCl +5H,0+2NaCNO-+N,. 

Diese Angabe von Fenton veranlaBte A. H. Allen*) (1896), Kalium- 
cyanat im vorhinein der Lésung zuzusetzen, wodurch der ganze Stick- 
stoff frei werden soll. 

Es ist hier noch auf weitere Versuche von Marie Krogh*) (1913) 
hinzuweisen hinsichtlich der Analyse der entwickelten Gase. Diese 
Forscherin findet namlich, daB neben elementarem Stickstoff auch 
Kohlenoxyd sich vorfindet, bringt die Bildung von Kohlenoxyd mit 
der Bildung von Stickstoff-Sauerstoffverbindung in Zusammenhang 
und glaubt, daB die Entstehung dieser beiden Stoffe von dem Ver- 
haltnis Br zu NaOH abhangig sei. Eine VergréBerung des Bromgehaltes 
in diesem Verhaltnis bewirke eine erhdhte Bildung von Stickoxyden 
und Kohlenséure, dagegen eine Verminderung des Bromgehaltes eine 
starkere Entwicklung von elementarem Stickstoff und Kohlenoxyd. 
Der Vollstandigkeit halber sei noch bemerkt, daB Marie Krogh dieses 
Untersuchungsergebnis heranzieht, um die VergréBerung des Volumens 
bei Zuckerzusatz zu erklaren. Sie findet, daB bei Zuckerzusatz sich 
sogar ein Plus an Harnstoff ergibt, indem der gesamte Stickstoff frei 
wird und ein groBer Teil des Kohlenstoffs als Kohlenoxyd die Gas- 
menge vermehrt. Ohne Kenntnis der Arbeiten von Marie Krogh findet 
auch W. Holdworth Hurtley*) im Jahre 1921, daB bei Einwirkung 
von Natriumhypobromit auf reinen Harnstoff Kohlerioxyd entsteht. 


Auch fiir den Stickstoffverlust bei der Reaktion zwischen Ammonium- 
salzen und Hypobromit hat man noch keine eindeutige Ansicht, denn einer- 
seits soll die Reaktion unter Bildung von Zwischenstufen verlaufen, 
{Ra 75) (1907) Hydrazin usw.], andererseits sollen nach Artmann und 
Skravul*) (1907) auch bei dieser Reaktion Sauerstoffverbindungen des 
Stickstoffs entstehen, was daran zu erkennen ist, daB auf jodometrischem 
Wege bei der Resttitration mit Thiosulfat die Lésung nachbliut, eine Er- 
scheinung, die auf die katalytische Beschleunigung der Oxydation von 
Jodwasserstoff durch den Sauerstoff der Luft bei Gegenwart von Stick- 
oxyd oder salpetriger Saéure zuriickzufiihren ware. — Im allgemeinen wird 
angenommen, da die fehlende Stickstoffmenge als Ammoniumhypobromit 
unzersetzt in der Lésung bleibt, eine Ansicht, die, wie oben angefihrt, in 


1) Fenton, Berl. Ber. 1878, S. 1263; Jahresber. 1878, S. 352. 
2) Allen, Jahresber. d. Chem. 1896, 8. 2261. 

3) Krogh, Zeitschr. f. physiol. Chem. 1913, S. 579. 

4) W. H. Hurtley, Chem. Zentralbl. 4, 228, 1921. 

5) Raschig, ebendaselbst 2, 1387, 1907. 

8) Artmann und Skrabal, Zeitschr. f. analyt. Chem. 1907, 8. 5. 
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ge-vissem Sinne Huefner auch fiir Harnstoff teilt. (Vgl. die S. 545 angefiihrten 
Werke von Berl, Treadwell und Hahn). 

Zum SchluB dieses Abschnittes sei nochmals die Deutung Lunges?) 
in Erinnerung gebracht, wonach die Reaktion zwischen Ammoniumsalzen 
bzw. Harnstoff und Hypobromit unvollstindig verlaufe, und daB diese 
Reaktion von der Temperatur, dem Zustande der Bromlauge und 
dergleichen beeinfluBt sein kénne. 


Beschreibung der Versuche, 

In unserer Arbeit ,,Zur Methodik der Harnstoffbestimmung auf 
Grund der Hypobromitreaktion‘‘ haben wir erwihnt, daB uns die alkali- 
metrische Hypobromitmethode gute Dienste fiir die Deutung des Stick- 
stoffausfalls der azotometrischen Hypobromitmethode geleistet hat?). 

Das Prinzip der Methode ist, wie bereits a. a. O. mitgeteilt wurde, 
folgendes: Eine gewogene Menge des zu untersuchenden Produktes, 
dessen Harnstoffgehalt bestimmt werden soll, wird in wisseriger 
Lésung mit einer bestimmten Menge Bromlauge versetzt, erhitzt und 
nach stattgehabter Einwirkung Salzsiure bekannten Gehaltes im 
UberschuB hinzugefiigt; nach Vertreiben des Broms durch Kochen 
wird der Saéureiiberschu8 mit Lauge (Methylrot als Indikator) zuriick- 
titriert. Unter Beriicksichtigung eines unter gleichen Versuchsbedin- 
gungen durchgefiihrten Leerversuchs wird der Gehalt an Harnstoff 
berechnet. 

Im Zusammenhange mit dem Nachstehenden erscheint besonders be- 
merkenswert, daB, falls man das Reaktionsgemisch Harnstoff-Brom- 
lauge nicht am Drahtnetz oder auf dem Wasserbade erhitzt, sondern 
die Reaktion bei gewéhnlicher Temperatur durchfihrt, zu niedrige Werte 
erhalten werden. So werden bei Bestimmung des Harnstoffs auf alkali- 
metrischem Wege in der Warme, also gemaiB der Vorschrift, Werte wie 
46,77, 46,82 und 46,80 °% Stickstoff erhalten, wihrend bei der Durch- 
fiihrung der Zersetzung bei gewohnlicher Temperatur Werte wie 39,19, 
40,07, 38,24 %, statt des berechneten von 46,62 % Stickstoff sich ergeben. 

Diese wenigen Daten gestatten bereits den SchluB,! daB der 
Stickstoffausfall des bei gewdéhnlicher Temperatur durchgefiihrten 
azotometrischen Verfahrens nicht auf Léslichkeit (oder Absorption) 
des Stickstoffs durch die Bromlauge zuriickgefiihrt werden kann. 
Denn bei dem ausgearbeiteten alkalimetrischen Hypobromitverfahren 
wird nicht, wie beim azotometrischen, der Stickstoff, sondern der 
Verbrauch an Alkali gemessen. 

Andererseits miBte, wenn die Léslichkeit des Stickstoffs fiir die 
Deutung des Ausfalls ausschlaggebend wire, bei allen stickstoffhaltigen 


1) Lunge, Chem. Industrie 1885, 8. 161. 
*) B. M. Margosches u. Heinrich Rose, diese Zeitschr. 186, 119— 127, 1923. 
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Verbindungen, die mit Hypobromit Stickstoff entwickeln, bei ent- 
sprechender Bromlaugenkonzentration der Stickstoffausfall stets in 
einem konstanten Verhiltnis zur entwickelten Stickstoffmenge stehen. 
Ks ist aber bekanntlich der Stickstoffausfall bei den Ammoniumsaizen 
und beim Harnstoff verschieden groB, was auch aus den azotometrischen 
Bestimmungen der Versuchsreihen I und II zu entnehmen ist. 

Diese Uberlegungen sprechen gegen die Annahme der Léslichkeit 
des Stickstoffs in der Bromlauge als Hawptfehlerquelle des azoto- 
metrischen Verfahrens und stimmen mithin mit den von mancher 
Seite bereits dargelegten Ansichten gut tiberein. 


Versuchsreihe I. 
Azotometrische Bestimmungen. 
Ammonsulfat (ber. 21,21 % N). 





Ammon- Gin dotnnt Ente Gas nach 








| » - : Ents tehle 
elles | Barometers] Temper | ‘gelesen’ | aprechend | AMIDE | sovecheng | Feble 
g ccm oN cem ™ OF 
0,0901 731,7 | 18 17,90 21,97 16,70 20,49  — 3,40 
0.1111 731,7 18 21,50 21,40 20,60 19,98 — 5,78 
0,1310 730 18 25,80 21,73 24.50 20,63 — 2,73 
Versuchsreihe II. 
Azotometrische Bestimmungen. 
Harnstoff (ber. 46,62 % N). 
Ammon: : * TE ¢ Gas nach ‘ 
Gas sofort Ents : Ents 6 
Einwage | "cund.”| Tatar’ | Sbéelesen | sprechend “Shgetesen’ | sprechend | Sit 
. ccm oN com lo N %, 
0,0667 727,3 15,4 27,30 45,58 26,2 43.75 —6,15 
0,0836 727,3 16,4 33,60 44,56 32,40 42,97 — 7,83 
0,0821 727,2 17,2 33,60 45,18 31,70 43,31 — 6,93 


Die Veranlassung zu niedrigeren Stickstoffwerten soll weiter darin 
liegen, daB der nach der Hypobromitmethode nicht zur Entwicklung 
gelangte Stickstoff in Form von Stickoxyden zurickbleibt. Ein Beweis 
dafir soll auBer dem qualitativen Nachweis auch der Umstand sein, daB 
der ,,Reststickstoff* nach dem Kjeldahlverfahren nicht gefunden wurde. 

Es ist zunachst hervorzuheben, da8 der durch Hypobromit nicht 
entwickelte Stickstoff, wenn er in Form von Oxyden vorlage, bei einer 
nochmaligen Zersetzung des Reaktionsgemisches die Bromlauge nicht 
reduzieren k6nnte. 

Es wurden diesbeziigliche Versuche folgendermaBen durchgefihrt: 
Zuerst wurde eine bestimmte Menge Harnstoff mit Hypobromit 
bei gewdhnlicher Temperatur versetzt, dann sofort, nach dem alkali- 
metrischen Hypobromitverfahren, Salzsiiure zugefiigt, gekocht und 
mit Lauge titriert. Auf diese Weise wurden im Durchschnitt un- 
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gefahr 33% Stickstoff gefunden. Die Lésung, die also etwa noch 
13 %, Stickstoff des Harnstoffs enthielt, wurde nun nochmals mit Brom. 
lauge behandelt, jetzt aber nicht bei gew6hnlicher Temperatur, sondern 
5 Minuten auf dem Wasserbade stehen gelassen und weiter wie oben 
verfahren. Es wurde, wie Versuchsreihe III zeigt, nahezu die fehlende 
Stickstoffmenge gefunden. Den Versuchen ist also zu entnehmen, 
daB das Produkt des auf ,,kaltem‘‘ Wege zersetzten Reaktionsgemisches 
noch Aminogruppen enthielt, die durch Bromlauge oxydiert wurden. 
Die Resultate stimmen zwar nicht besonders gut iiberein, geniigen 
jedoch, um den vorliegenden Fall zu klaren. 


Versuchsreihe III. 
Harnstoff (ber. 46,62 % N). 





r= 4 -=x 5 r Zum F 
Sieveniell ° gE gO vv e) Zuricktitrieren a] < m 
pr eaeacaome s 3528 § 3 verbraucht 3 e& ce 
vnemer | 2 | gifts | & | gS | alONeOH | @ | Saez 
. -- = so= = /ersuc ‘ &, 
Stammlésung Q 78 Z r= | pent calmer gg 7 Zz “Z 2 
ccm ccm % com | com % > = 
F , elagealie. B. Versuch bei héherer 
A. Versuch bei gewohnlicher Temperatur. 5 Minuten 
Temperatur. 5 Minuten. erhitzt am Wasserbade. 
19,50 | 32,04 7,85 12,90 | 44,94 
20 ccm 50 | 1963 |3226] 49 8,61 14,15 | 46,41 
000842 2 21,21 | 34,85 | 611 10,04 44,89 
, 8 19,36 31,81 8,64 14.20 45,01 





Weitere Versuche, Versuchsreihe IV, wurden ahnlich, wie sie Marie 
Krogh durchfihrt, vorgenommen. Die Harnstofflésung wurde nach 
dem Behandeln mit n/l0 Bromlauge bei gewdhnlicher Temperatur 
mit Schwefelsiure angesiuert, durch Eindampfen konzentriert und 
kjeldahlisiert. Es wurde auf diese Weise — im Gegensatz zu den Er- 
gebnissen von Marie Krogh (vgl. 8.550) —, der restliche Stickstoff, der 
nach der. Hypobromitmethode nicht mehr erhalten wurde, gefunden. 

Versuchsreithe IV. 


Kjeldahlisation des Reaktionsgemisches nach stattgehabter Zersetzung 
der Harnstofflésung (bei gewéhnlicher Temperatur) mit Bromlauge. 














UT ee 40 | 40 | 40 
WS ee se ck 20 | 20 20 
Harnstofflésung 20 cem = 0,02081 g Harnstoff. 
Einwirkungsdauer der Bromlauge 5 Minuten bei gewéhnlicher Temperatur. 
Das Reaktionsgemisch wird kjeldahlisiert ') und destilliert. 


n/l10 HCl vorgelegt. ...... 20 20 20 

n/10 NaOH zuriicktitriert .. . 19,11 19,06 18,79 
SS Conse one as ees 0,89 0,94 1,21 
GREE osetia % | 5,99 6,32 8,14 


1) Es wurde mit konz. H,SO, ohne irgendwelche Zusatze 3 bis 6 Stunden 
erhitzt. 
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Bei der Versuchsreihe V wurden die Versuche wie bei der vorherigen 
angestellt mit dem Unterschied, daB hier die Knopsche Bromlauge 
Verwendung fand. 


Versuchsrethe V. 


Kjeldahlisation des Reaktionsgemisches nach stattgehabter Zersetzung 
der Harnstofflésung (bei gewohnlicher Temperatur) mit Bromlauge. 





Knopsche Bromlauge. ..... 50 50 50 
Herston... kk ‘a 0,1103 0,1223 0,1140 


Einwirkungsdauer der Bromlauge 5 Minuten bei gewédhnlicher Temperatur. 


Das Reaktionsgemisch wird kjeldahlisiert') und destilliert. 


n/l0 HCl vorgelegt. ...... 30 30 30 

n/l0 NaOH zuriicktitriert .. . 26,83 27,06 27,71 
Peeeeeee 8 BOK Rae oS 3,17 2.94 2,29 
Reagan oho er a ae 4,02 3,36 2.81 


Versuche, die in der Weise durchgefiihrt wurden, daB die Brom- 
lauge mit der Harnstofflésung erwirmt und nachher der Kjeldahlisation 
unterzogen wurde, gaben nach Versuchsreihe VI im zweiten Teil des 
Verfahrens keinen dem Stickstoffausfall entsprechenden Zuwachs an 
(kjeldahlisierbarem) Stickstoff. 


Versuchsreihe VI. 


Kjeldahlisation nach stattgehabter Zersetzung der Harnstofflésung (bei 
héherer Temperatur) mit Bromlauge. 





ER MOOD te tink at Wicok inp aval wie 40 40 
URONIOE 5. so nig o's, wig ts 20 20 
Harnstofflésung 20 ccm = 0,020 81 g Harnstoff. 
Einwirkungsdauer der Bromlauge 5 Minuten auf dem Wasserbade. 
Das Reaktionsgemisch wird kjeldahlisiert und destilliert. 


n/10 HCl vorgelegt....... 20 20 
-n/10 NaOH zuriicktitriert .. . 19,95 19,04 

oo, ie eae ali ete hs arene he ege 0,05 0,06 

MS Gok be ene woe 0,33 0,40 


Ferner wurde die Harnstofflésung mit Knopscher Bromlauge 
bei gewohnlicher Temperatur zersetzt, das Brom nach dem An- 


| sduern mit Salzsiure ausgekocht, die Lésung mit Lauge neutralisiert 


und das erhaltene Reaktionsgemisch im Azotometer mit Bromlauge 


_ wieder zersetzt. Es wurden Werte fiir Stickstoff erhalten, wie die 


in der Versuchsreihe VII verzeichneten. 


1) Es wurde mit konz. H,SO, ohne irgendwelche Zusiatze 3 bis 6 Stunden 
erhitzt. 
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Versuchsreihe VII. 


Azotometrische Bestimmung des Stickstoffs nach stattgehabter Zersetzunz 
des Harnstoffs (bei gewohnlicher Temperatur) mit Bromlauge. 





Harnstoffeinwage....... g 0,3346 0,2659 
Knopsche Bromlauge. .... . 100 com 50 ccm 


Einwirkungsdauer der Bromlauge 5 Minuten bei gewéhnlicher Temperatur. 


Das Brom durch Kochen mit Salzsiure 1:5 ausgetrieben, die Fliissigkeit 
mit Natronlauge neutralisiert, erkalten gelassen und verdiinnt auf 


200 cem 100 ccm 


Das Reaktionsgemisch wird im Azotometer weiter untersucht. 





PR is os A oo pow ete 100cem — 50ccem = 50cem —| 25ccm 

0,1673 g - 0,0836g 0,1329¢ | 0.0664 g 
Barometerstand. ........ 741.6 741,6 738,7 738,7 
SON 8k °C 23 23 22 22 
Abgelesen sofort nach der Ent- 

WN oa 6 oan ecm 9,1 4,4 9,2 5 
ecg aie i ee ek aes % 5,94 5,63 7,43 8,24 
Gasmenge nach 20 Min... . .ccm 7,4 3,8 8,1 3,7 
FESPA Ee % 4,82 | 4,97 6,67 6,10 


Harnstofflésung, bei gewéhnlicher Temperatur mit Bromlauge 
zersetzt, mit Salzsiure angesdiuert, gekocht und dann in Form eines 
aliquoten Teilvolumens im Azotometer mit Bromlauge behandelt, 
ergibt also eine Stickstoffentwicklung, die die Héhe des fehlenden 
Stickstoffwertes ungefihr erreicht. Hitten sich bei der Harnstoff- 
hypobromitreaktion Stickoxyde gebildet, so kénnte man beim nach- 
triglichen Behandeln mit Salzsiure und dem nachher folgenden 
azotometrischen Versuch keinen weiteren elementaren Stickstoff finden. 

Da ferner Harnstofflésung, mit Bromlauge bei gewéhnlicher Tem- 
peratur zersetzt, hierauf mit Schwefelsiure angesiuert und gekocht, 
beim nachfolgenden Kjeldahlisieren einen Stickstoffgehalt aufweist, der 
der fehlenden Menge an Stickstoff ungefaihr gleichkommt, ist die 
vielfach vertretene Ansicht, daB der bei der Harnstoffhypobromit- 
methode fehlende Stickstoff in Form von Stickoxyden vorhanden ware, 
mit den Tatsachen nicht vereinbar. 


Im Schrifttum wird auch Cyanatbildung als Ursache des Methoden- 
fehlers der Harnstoffhypobromitbestimmung angefihrt. Es wird an- 
genommen, daf zuerst ein Teil des Harnstoffs in Ammoniumcyanat 
umgelagert wird und letzteres mit Bromlauge Stickstoff und Cyanat 
liefert.. Fir eine Cyanatbildung kénnte folgendes sprechen: Wenn 
man nach der Einwirkung des Hypobromits auf Harnstoff das Reak- 
tionsgemisch ansiuert, wobei Kohlensiure frei wird und nun das 


Reaktionsgemisch erwirmt, so entwickelt sich weiterhin Kohlensaure, | 


die ungefaihr der fehlenden Stickstoffmenge entspricht. Die Quelle 
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fir die beim Erhitzen entstehende Kohlensiure ist nach Lescoeur 
vgl. S. 550) Natriumcyanat, das mit Salzsiure nach der Gleichung 
reagiert* 

NaCNO + 2HCl + H,O = NaCl + NH,Cl + CO,. 

Nach Lescoeur sollen die Versuchsergebnisse der Arbeiten von 
Uarie Krogh, die die Kjeldahlisation betreffen, eher fiir eine Cyanat- 
als fir eine Stickoxydbildung sprechen; Cyanat verhalt sich ahnlich 
wie Nitrit. 

Nach den oben angefiihrten Versuchen wird eine Nitritbildung 
nicht bestitigt, denn saiuert man das Reaktionsgemisch nach der 
Einwirkung der Bromlauge bei gewéhnlicher Temperatur an und 
kjeldahlisiert ohne irgendwelche speziellen Zusatze, also auch ohne 
vorher zu reduzieren, so bekommt man, wie die Versuchsreithen IV, V 
und VI ergeben, nahezu die gesamte noch fehlende Stickstoffmenge. 
Diese Stickstoffmenge kénnte allerdings auch auf noch uwnzerseizten 
Harnstoff zuriickzufiihren sein, denn sowohl Harnstoff wie auch 
Natriumcyanat lassen sich vollstindig kjeldahlisieren. 

Die Wahrscheinlichkeit einer Cyanatbildung ist auch aus dem 
Reaktionsschema, das Schestakov aufgestellt hat, zu ersehen, nach 
welchem folgender Reaktionsverlauf in Betracht zu ziehen ist. 

I. NH,CONH, + NaOCl = NH,C(ONa): NCI + H,0. 
Il. NH,C(ONa): NCl = NH,N: C(ONa)CI. 
Ill. NH,N:C(ONa)Cl + NaOH = NH,NHCOONa + NaCl. 
IV. NH,NHCOONa + H,O = NH,.NH, + NaHCO,. 
V. NH, .NH,+ 2 NaOCl = 2 NaCl + 2H,0 + N,. 

Es wire hier eine Analogie zu der Hofmannschen Abbaureaktion: 
RCONH, — RCON —+ CO, und RNH, 
NH,CONH, — NH,CON — CO, und NH,NH,. 

In beiden Fallen soll sich intermediir in alkalischer Lésung Iso- 
cyanat bilden. 

Die von E. A. Werner dem Harnstoff zugeschriebene Konstitution 

HN = c¢) 
SO 
spricht mehr fiir eine Cyanatbildung als die gewéhnliche Diamino- 
formel, denn in der ,,Wernerformel‘ haben wir einen fiinfwertigen 
Stickstoff, so wie in den Ammoniumsalzen, welche bekanntlich nahezu 
den ganzen Stickstoff mit Hypobromit abgeben. Nach W. M. Dehn*) 
soll die Harnstoffhypobromitreaktion, wenn Harnstoff im UberschuB 
ist, unter Bildung von Cyanséure verlaufen, was ebenfalls fiir eine 
Cyanatbildung spricht. 


1) W. M. Dehn, Konf. Ref. Chem. Zentralbl. 1, 248, 1910. 
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Weiter wire zu beriicksichtigen, daB das Gleichgewicht 
Harnstoff <= Ammoniumcyanat 

sich beim Kochen von rechts nach links verschiebt, so daB man nac}, 
langerem Kochen ungeféhr 5° Ammoniumcyanat in der Lésung hat 
Es ist deshalb méglich, dab, wenn man alte Harnstofflésungen zur 
Analyse benutzt, der Fehler tatstichlich in einer statigefundenen Umlagerun, 
von Harnstoff in Ammoniumcyanat liegt, und es miiBte dann die von 
Lescoeur erst beim Erwarmen der angesiuerten Lésung gefundenc 
Kohlenséuremenge auf eine bereits vor der Einwirkung des Hypo 
bromits vorhanden gewesene Umlagerung zuriickzufiihren sein. 

Wie schon mehrmals erwihnt wurde, liefert die alkalimetrische 
Hypobromitmethode bei héherer Temperatur nahezu theoretische 
Werte im Gegensatz zu den bei gewdhnlicher Temperatur durch- 
gefiihrten Versuchen. 

Es ergibt sich nun daraus auf einem indirekten Wege die lingst 
gefundene Tatsache, dab die Reaktion zwischen Harnstoff und Hypo- 
bromit bei gew6hnlicher Temperatur unvollstandig, bei héherer Tem- 
peratur jedoch quantitativ verliuft. 

Bei der alkalimetrischen Methode wird nur die Reaktion zwischen 
Harnstoff und Hypobromit gemessen und nicht etwa die zwischen 
Harnstoff und Bromwasser. Letztere Reaktion kénnte nimlich beim 
Auskochen des Broms nach folgender Gleichung 

CO(NH,), + 3 Br, + H,O = 6HBr + CO, + N, 
verlaufen und die gebildete Bromwasserstoffsiure den Minderverbrauch 
an Lauge kompensieren. Diese Reaktion findet aber nicht statt, denn 
sonst miiBte die alkalimetrische Hypobromitmethode bei gewéhnlicher 
Temperatur ebenso richtige Werte ergeben wie bei héherer Temperatur, 
was nicht der Fall ist. 

Durch die Versuchsreihe III (8.554) wurde bewiesen, daB sich 
keine Stickoxyde bilden, da die schon einmal mit Bromlauge bei 
gewohnlicher Temperatur zersetzte Harnstofflésung nach Auskochen 
des Broms beim nochmaligen Behandeln mit Bromlauge wieder diese 
letztere verbraucht, was auf alkalimetrischem Wege gemessen wurde. 
Dieser Laugenverbrauch kénnte aber auch durch das aus Alkalicyanat 
gebildete Ammoniumsalz verursacht werden. Alkalicyanat wird durch 
Salzsiure folgendermaBen zerlegt: 

NaCNO + 2HCl + H,O = NaCl + NH,Cl + CO,. 

Es lieBe sich also aus dem gebildeten Ammoniumsalz die Cyanat- 
menge bestimmen (Beckurts, MaBanalyse, 8.125). Aus der Versuchs- 
rethe VIII ist aber zu ersehen, daB durch verdiinnte Saiuren (n/10) die 
Zersetzung des Alkalicyanats nicht stattfindet. Da nun bei der 
Versuchsreihe III mit n/10 Sauren gearbeitet wurde, so ist die oben 
angefiihrte Nebenwirkung der Séure*nicht vorhanden. 
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Versuchsreihe VIII. 
Destillation des mit Salzsiure gekochten Kaliwmcyanats. 
Theoretischer Stickstoffgehalt 17,27 %. 





EN... uecs Gets wae Seon 0,1115 0, ery 06,1157 
Gekocht mit ...... io wes 100 eem HCl lL: 100 cem n/10 HCl 
“Destillation mit Lauge. 

Vorgelegt n/10 HCl . : 20 20 20 
Zurucktitriert mit n/10 NaOH : 6,98 6,68 19,70 
hae eee ey 13,02 13,32 0,30 
oo AS aes Care ae. 16,36 16,90 — 


Der Annahme der ¢ yanatbildung widerspricht auch das Verhalten 
des Alkalicyanats gegen Bromlauge. Infolge obiger Ausfiihrungen 
kann man das Verhalten dieses Salzes nur gegen n/10 Lésungen prifen, 
da NaCNO gegen n/10 Salzsiure nahezu bestiandig ist. 

Aus den Versuchsreithen IX und X zeigt sich namlich, daB: 

1 Mol NaCNO im Durchschnitt 877,7 com n/1 NaOH 
entsprechen. Dieses Verhiltnis wird sofort verstindlich, wenn man 
die Hydrolyse des Salzes beriicksichtigt (Versuchsreihe XI). 


Versuchsreihe IX. 
Versuche mit Natriumcyanat. 5 Minuten bei gewohnlicher Temperatur. 
100 cem Reaktionsfliissigkeit: n/10 NaOH = 40; Wasser = 30; Brom- 
wasser = 20; Natriumcyanatlésung = 10 (10 cem dieser Losung = 0,0257 g 
NaCNO). 
Dieses Reaktionsgemisch wurde mit 50 cem n/10 HCl durch Kochen 
zersetzt. 





Nach d. Auskochen wurde zuriick- 


titriert mitn/10 NaOH. .. . 6,90 6,80 6,85 
ene ee ee 50 50 50 
GamamntlaO Ro eee. 46,90 46,80 46,85 
Differenz . . 3,10 3,20 3,15 
0,1 Mol NaCN oO entepres hen cem 

n/10 NaOH ... : 784 809 796 


Versuchsreihe X. 
Versuche bei héherer Temperatur (10 Minuten auf dem Drahtnetz). 
100 cem Reaktionsvolumen: n/10 NaOH = 40; Wasser = 30; Brom- 
wasser = 20; Natriumcyanatlésung = 10. 
Dieses Reaktionsgemisch wird mit 50cem n/10 HCl durch Kochen 
zersetzt. 





Nach d. Auskochen wurde zuriick- 


titriert mit n/10 NaOH 7,15 7,34 6,94 
MEE oc aa a Bes 50 50 50 
oe | 8: Se ee 47,15 47,34 46,94 
Differenz!) . . 3,82 3,63 3,93 
0,1 Mol NaCNO enteprechen ecm 


milo pemcren 0.6 ss 965 918 994 


1) Hier wurde der Leerversuch beriicksichtigt, der als Mittel von drei 
Bestimmungen 0,87 ccm betrug. 
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Versuchsrethe XI. 
Hydrolyse des Natriumcyanats. 





TERR a Maree heat I ae 0,0257 0,0257 0,0257 0,165 
Gene mae.) yee 100cem  100cem 100cem 50cen 
Wasser Wasser Wasser | Wasser 
u.1l0cem | u.50cem 
n/10 HCl n/10 H¢ 


Thteltet snes FIC) zk oe ec 3,45 3,48 a ao 
= neers Ee ae _— oo 6,52 27,98 
a aR Sere eee 3,45 3,48 3,48 22,02 
0,1Mol NaCNO entsprechen statt 
1000cem n/10 NaOH nur . . | 872 880 880 866 


Durch das Verhalten des Natriumcyanats gegen Bromlauge ist 
der Beweis erbracht, daB auch die Cyanatbildung als Hauptfehler- 
quelle fiir den 6fter erwahnten Stickstoffausfall nicht in Frage kommt, 
denn es sollte bei der Versuchsreihe III beim nachtriglichen Behandeln 
der schon einmal mit Bromlauge zersetzten Harnstofflésung im Falle 
einer Cyanatbildung kein Laugenverbrauch stattfinden, was jedoch mit 
dem Versuche im Widerspruch steht. 


Uber den Stickstoffausfall bei der Reaktion zwischen Hypobromit 
und Harnstoff sind somit die verschiederisten Deutungen gegeben 
worden. Die meisten dieser Deutungen fiihren aber, wie in Uberein- 
stimmung mit manchen Literaturangaben auch auf Grund besonderen 
experimentellen Materials gezeigt wurde, nicht zum Ziele. Die Be- 
stimmung des Harnstoffstickstoffs nach der alkalimetrischen Hypo- 
bromitmethode bietet fiir die eindeutige Beurteilung dieser Frage 
einen gangbaren Weg, welcher, wenn auch indirekt, zur Ansicht fihrt, 
daB der fehlende Stickstoff in noch unzersetztem Harnstoff vorhanden 
ist, und seine Ergebnisse sprechen daher fiir die Deutung des Stickstoff- 
ausfalls in dem insbesondere von Lunge vertretenen Sinne, daB® nimlich 
die aiuBeren Versuchsbedingungen die Vollstandigkeit der Reaktion 
beeinflussen. 


Zusammenfassung. 

In vorliegender Arbeit wurde die von einer groBen Anzahl von 
Chemikern untersuchte Harnstoffhypobromitmethode einer eingehenden 
Studie unterzogen. 

Die bekannt gewordenen Vorschldge zur Verbesserung der Methode, 
die sich hauptsichlich auf folgende Einzelpunkte beziehen: 

1. Anderungen der Apparatur, 

2. Rolle der Konzentration der Bromlauge, 

3. Heranziehung von Korrekturen, 

4. Verringerung des Stickstoffausfalls durch Zusitze, 

5. Einflu8 der Temperatur auf die sich abspielende Reaktion, 
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konnten auf Grund dieser Einteilung, unter besonderem Hervorheben 
der Wichtigkeit der Punkte 3 und 5, in iibersichtlicher Form wieder- 
gegeben werden. 

Es wurden weiter die bisher versuchte Deutung des Stickstoffausfalls, 
also des Methodenfehlers der Harnstoffhypobromitmethode, kurz be- 
sprochen und, dem gegenwartigen Stande der Forschung auf diesem 
Gebiete entsprechend, vier verschiedene Faktoren zur Deutung des 
Methodenfehlers gekennzeichnet: 

1. Léslichkeit des Stickstoffs in der Bromlauge, 

2. Stickoxydbildung, 

3. Cyanatbildung, 

4. ungiinstige 4uBere Versuchsbedingungen. 

Zur Klairung der Frage konnte insbesondere die von uns aus- 
gearbeitete alkalimetrische Hypobromitmethode') gute Dienste leisten. 
Bei der alkalimetrischen Hypobromitmethode werden nur auf warmem 
Wege analytisch brauchbare Resultate erhalten; ein Umstand, der 
die Heranziehung der Léslichkeit des Stickstoffs in der Bromlauge 
als Hauptfehlerquelle der Harnstoffhypobromitmethode ausschlieBt 
Weiteres experimentelles Material unter Durchfiithrung der ,,Kjeldahl- 
methode“ gestattete, den Nachweis zu erbringen, daB auch die Stickoryd- 
bildung zur Deutung des Stickstoffausfalls nicht herangezogen werden 
kann. Obwohl manches fiir eine Cyanatbildung spriche, kann auf 
Grund des beigebrachten Versuchsmaterials diese nicht in Betracht 
kommen. 

Nach den Versuchsergebnissen verursacht nur der beim Behandeln 
von Harnstoff mit Bromlauge bei gewéhnlicher Temperatur unzersetzt 
verbleibende Harnstoff den Stickstoffausfall, in Ubereinstimmung mit 
den von G. Lunge und von F. P. Treadwell gemachten Angaben. 


1) B. M. Margosches u. Heinrich Rose, diese Zeitschr. 186, 119— 127, 1923. 
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Das optische Drehungsvermégen 
und das Molekulargewicht des Caseins'). 


Von 
J. Zaykowsky. 
(Aus dem Milchwirtschaftlichen Institut zu Wologda.) 


(Eingegangen am 19. Februar 1923.) 


Die verschiedensten Literaturangaben iiber das optische Drehungs- 
vermogen des Caseins weisen wohl darauf hin, daB viele Forscher mit 
Praparaten gearbeitet haben, welche einerseits nach verschiedenen 
Methoden hergestellt waren, andererseits aber nicht gleiche Lésungs- 
mittel zum Auflésen des Caseins gewihlt hatten. Die Aufgabe der 
vorliegenden Arbeit ist es, die Griinde und Ursachen zu finden, warum 
verschiedene Forscher bei der Bestimmung der spezifischen Drehung 
des Caseins und seiner Salze nicht iibereinstimmbare Resultate erhalten 
haben, und gleichfalls die Rolle des Lésungsmittels klarzulegen. 

Zur ersten Aufgabe gehérte die Herstellung eines vollstandig reinen 
und sich gleichbleibenden Caseinpriparats. Die gew6hnliche Methode 
zur Erlangung eines reinen Caseinpraparats (Methode nach Hammarsten) 
basiert auf der wiederholten Fallung des Caseins mit Essigsiure aus 
Alkalilésung. Robertson hat aber bewiesen, daB das Casein selbst bei 
der Einwirkung von sehr verdiinnten Lésungen starker Basen sich 
sehr leicht hydrolysiert. Dies Phanomen in Betracht ziehend, wurde 
die Art der Caseingewinnung wie folgt abgeiindert: Magermilch wurde 
mit der fiinffachen Menge destillierten Wassers verdiinnt und mit 
n/l0 Lésung CH,COOH gefillt. Der Niederschlag wurde nicht in 
n/10 Lésung NaOH, sondern in n/10 Lésung NaHCO, gelést; vom 
letzteren Lésungsmittel wurden die minimalsten Mengen, gerade zur 
Auflésung geniigend, angewandt (etwa 4ccm auf 1g Casein). Der 
Lésung wurden geringe Mengen n/10 Lésung Oxalsiure zur Fallung 
der Calciumsalze hinzugegeben. Nach Filtration der Lésung wurde 
die Fallung des Caseins bis zur schwach sauren Reaktion mit n/10 Lésung 
CH,COOH vorgenommen. Der erhaltene Niederschlag wurde durch 
ein kupfernes Sieb (0,25 mm) gerieben und durch Dekantation aus- 
gewaschen. Das Casein wurde wieder in 5proz. Neutralsalzlésung 
(salicylsaures, besser essigsaures Natrium) gelést, aus der Berechnung 
hervorgehend 5 cem 5proz. Lésung auf 1g Casein. Die filtrierte Lésung 


1) Ubersetzt auf persénliche Bitte des Verfassers von cand. chem, 
P. Sperlingk. 
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wurde 20mal mit Wasser verdiinnt und wieder mit Essigsaiure gefillt. 
Solch eine Auflésung in neutralen Salzen, Fallung, Hindurchpressen 
durch ein Sieb und Dekantation wurde noch zweimal wiederholt. 
Nach dem letzten Auswaschen mit Wasser folgte eine solche mit ab- 
solutem Alkohol, wasserfreiem Ather und Austrocknung des Priiparats 
bei Zimmertemperatur. Ein so hergestelltes Priparat zeigte immer 
die gleichen physikalischen und chemischen Eigenschaften. Die Asche 
dieser Praparate enthielt nicht einmal Spuren von Calciumsalzen, nur 
kohlensaures und phosphorsaures Natrium. Je nach dem Priparat 
betrug die Feuchtigkeit, bestimmt durch Austrocknung bei 100°C bis 
zum konstanten Gewicht, um 5%, die der Asche (Na,CO, + P,O;) 
0,6 bis 0,8%. Der HerstellungsprozeB des Priiparats dauerte nicht 
linger als 24 Stunden. Bei dieser Arbeitsmethode schalte man die Ver- 
iinderungen des Caseins, welche durch die Wirkung der OH-Ionen des 
Alkalis hervorgerufen werden, aus, und gleichfalls werden die Calcium- 
salze vollstindig entfernt, was durch Lésung des Caseins in Alkali nicht 
erreicht wird. AuBerdem lassen sich die bei der Fillung gebildeten 
essigsauren und phosphorsauren Salze leichter mit Wasser auswaschen 
als die entsprechenden Calciumsalze. Die nach dieser Methode erhaltenen 
Caseinpraparate gaben in Alkali- wie in Lésungen neutraler Salze 
vollstindig klare Lésungen, und beim Erwirmen bis auf 85°C lieB 
sich keine Triibung wahrnehmen; mit Calciumsalzen erhielt man eine 
schwache Opaleszenz; gelést in n/10 Lésung Ca(OH), oder Ba(OH),, 
waren die 2proz. Caseinlésungen so weit klar, daB es ohne Filtration durch 
einen Tonteller méglich war, dieselben im 20-cem-Rohr zu polarisieren. 

Die so hergestellten Priiparate dienten zur Untersuchung und zur 
Feststellung, was fiir einen Einflu8B das Lésungsmittel auf die spezifische 
Drehung des Caseins, auf die Konzentration des Caseins und des Lésungs- 
mittels, auf die Temperatur und das Zeitintervall der Wirkungsdauer 
des sich in Lésung befindlichen Caseins ausiibt. 

Die im weiteren angefiihrten Tabellen geben mittlere GréBen 
einer Anzahl von Bestimmungen wieder, die nicht nur von einem, 
sondern von verschiedenen Caseinpraparaten herriihren. Die Differenz 
der spezifischen Drehung an ein und demselben Priiparat war nicht 
groBer als 0,3°, bei verschiedenen — 0,4°. 


Tabelle I. aie 





Salicylsaures 


Casein Nietslones Natriumacetat Kaliumacetat 
0 10 Mo 10°}, 10° 
0.5 84.71 83,71 
1,0 83,86 - 81,55 
1.5 83,29 _ 
2,0 82,48 83.59 
3.0 81.11 81.55 


36 * 
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Die allerniedrigste spezifische Drehung zeigt das Casein in neutralen 
Loésungsmitteln; sehr niedrig ist die Zahl in einer 1 proz. Caseinlésung, 
welche hergestellt war durch Lésung von 1 g Casein in 5proz. Kalium- 
acetatlésung, und zwar 81,55°. Wird die Konzentration erhéht, so 
nimmt die spezifische Drehung ab, das gilt fiir Konzentrationen in 
den Grenzen von 0,5 bis 3,0°%. Alle Lésungen waren ohne Erwarmung 
praipariert, nur nach der Bestimmung des Drehungswinkels wurden 
die Lésungen auf dem Wasserbade 5 Minuten bis auf 80°C erwirmt 
und nach dem Abkiihlen der Drehungswinkel noch einmal bestimmt. 
Die Erwirmung in neutralen Lésungsmitteln ruft keine Anderung der 
spezifischen Drehung des Caseins hervor. 


Tabelle II. [a], - 





Casein Nay HPO, Na; PO, Borax 
% 10 % | 10 1% 
0.5 — — 96,04 
1,0 87,06 86,46 95,70 
2,0 86,87 84.84 95,66 
3,0 86,17 84,31 95,57 
4,0 ~— = 95,47 
5,0 — _ 95,21 


Alkalische Lésungsmittel erhéhen bedeutend die spezifische Drehung 
des Caseins und wirken um so intensiver, je stirker die alkalischen 
Eigenschaften des angewandten Lésungsmittels hervortreten. In 
diesen Lésungsmitteln sinkt, wenn auch nicht bedeutend, die spezifische 
Drehung des Caseins bei zunehmender Konzentration des Caseins. 
Diese Lésungen wurden nach der Bestimmung der spezifischen Drehung 
bis auf 80°C im Verlaufe von 5 Minuten erwairmt. Nach erfolgter 
Erwirmung iinderte sich die spezifische Drehung stark, und hierbei 
um so intensiver, je konzentrierter das alkalische Lésungsmittel war; 
auBerdem war noch ein starkes Braunwerden der Lésung wahrzunehmen. 


Tabelle III. 





Yasei | Borax Pe a 
as (aI 
2.0 | 0,25 95,46 
2.0 0,50 94,98 
2,0 * 1,00 95,39 
2.0 2,00 95,54 
2,0 gesattigt 95,32 


Im Mittel: 95,34 
Wie aus der angefiihrten Tabelle zu ersehen ist, iibt die Konzen. 
tration des Salzes im Lésungsmittel keinen EinfluB auf die spezifische 
Drehung des Caseins aus. 
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Tabe lle I V. 





Casein Le i 
n{10 Losung HCl 

l 88.96 

3 88,98 

In einer n/10 Lésung HCl léste sich das Casein bei Zimmertempe- 
ratur selbst im Verlauf von einigen Stunden nicht. Infolgedessen 
war es notig, die Lésungen bis auf 80°C zu erwirmen, und die in der 
Tabelle [V wiedergegebenen Daten beziechen sich auf erwairmte Lésungen. 
Die spezifische Drehung des in n/10 Lésung H,SO, gelésten Caseins 
war nicht méglich zu bestimmen, weil sich das Casein beim Erwirmen 
der Lésung wohl léste, dann aber beim Abkiihlen derselben stark 
opaleszierte; konzentriertere Lésungen (2- und 3proz.) erstarrten zu 
gelatineartigen undurchsichtigen Massen. 

Bei der Bestimmung der spezifischen Drehung des Caseins in 
Lésungen von Atznatrium oder Kalium erhielt man sehr verschiedene 
Resultate, abhingig von der Konzentration der Alkalien und des 
Caseins wie auch von der Aufbewahrungsdauer und der Temperatur 
der Lésung. Das hier nicht weiter angefiihrte Belegmaterial fiihrt zu 
folgenden Erwigungen: 

Die spezifische Drehung des in n/10 Lésung Alkali gelésten Caseins 
stieg parallel mit der Steigerung der Konzentration des Alkalis im 
Vergleich mit der Konzentration des Caseins, aber andererseits ver- 
ringerte dieselbe Lésung, bei Zimmertemperatur stehend, langsam 
ihr Drehungsvermégen; beim Erwiirmen aber ging der ProzeB schnell 
vonstatten. Die sich verringernde spezifische Drehung des Caseins 
in alkalischer Lésung muB man auf die hydrolytische Spaltung des 
EiweiBmolekiils unter Mitwirkung der OH-lonen zuriickfiihren. Die 
Anderungen der spezifischen Drehung mit der Konzentration des 
Alkalis kann man sich nur durch die Bildung von Caseinsalzen 
erklaren, welche eine andere spezifische Drehung zeigen als das Casein 
selbst. Da aber das Casein eine mehrbasische Siure ist, scheint es mir 
nicht uninteressant, mit Hilfe des Polarimeters die maximale An- 
lagerungsfahigkeit der Metalle an Casein festzustellen. Wie bekannt, 
kann das Casein als mehrbasische Siure mit Alkalien Salze bilden 
mit verschiedenem Metallgehalt. So bekommt man mit Calcium 
Caseinate mit 2,4 und 1,5% Calciumoxyd. 

Nach Soldner!) und anderen Forschern ist ein Siuregrad des Caseins, 
ausgerechnet nach der Quantitat der verdringten Kohlensdéure bei der 
Neutralisation mit CaCO,, aquivalent 1,82 bis 2,5 und 2,98 CaO. Durch 


1) Hammarsten, Lehrb. d. physiol. Chem. 
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Lésen von aschefreiem Casein in suspendiertem Mg(OH), und MgO 
und darauf folgender Behandlung mit HCl und nachfolgender Dialyse 
erhielten L. van Slyke und O.Winter+) vier Magnesiumceaseinate: 1. basisches 
Mg-Caseinat mit 1,06°% Mg; 1 g Casein bindet in diesem Salze 0,000872 g- 
Aquivalente Mg; dieses Salz reagiert mit Phenolphthalein neutral. 2, Neutrales 
Mg-Caseinat mit 0,71°, Mg reagiert mit Lackmus neutral; 1 g Casein bindet 
0,000584 g-Aquivalente Mg. 3. Di-Mg-Caseinat mit 0,24% Mg; 1 g Casein 
bindet 0,000214 g-Aquivalente Mg und 4. mono-Mg-Caseinat mit 0,13 % Mg; 
1g Casein ist mit 0,000125 g-Aquivalent Mg gebunden. Robertson?) ver- 
neint das Vorkommen verschiedener Caseinsalze und behauptet, sich aufs 
Verdiinnungsgesetz binarer Elektrolyte stiitzend, daB Casein eine einbasische 
Saure darstellt. Das Faktum, da8 Calciumcaseinate mit 2,4% CaO, auf 
Phenolphthalein neutral reagierend und mit 1,5 % CaO, auf Lackmus neutral 
reagierend, vorkommen, erklirt Robertson nicht als Bildung zweier Salze 
(mono- und dimetallische), sondern spricht sich dahin aus, daB das Casein 
zwei ganz verschiedene Additionsvermégen hat, wobei jedes von ihnen 
an der Neutralisation ein und derselben COO H-Gruppe beteiligt ist. Dieses 
laBt sich durch folgende Gleichung wiedergeben: 


NaXOH + NaXOH = NaOH + NaXXOH. 

Das Gleichgewicht verschiebt sich nach links, wenn sich die aktive 
Masse des NaOH vergréfert, nach rechts im umgekehrten Falle. 

Wenn dem so ist, so bildet sich bei Anwesenheit relativ geringer 
Quantitaiten Alkali ein Caseinat von bestimmtem Molekulargewicht; 
wird die Quantitit aber erhéht, so bildet sich ein Caseinat, welches 
eine zweimal kleinere MolekulargréBe ergibt. Die Bildung von vier 
verschiedenen Mg-Caseinaten wiirde fiirs Vorhandensein von Caseinaten 
mit vier verschiedenen Molekulargr6Ben sprechen. Solche Caseinate 
miissen auch verschiedene physikalische Konstanten aufweisen. Auf 
diese Betrachtung gestiitzt, untersuchte ich das optische Drehungs- 
vermégen der Na-, K-, Ca- und Ba-Caseinate. Zur Bestimmung der 
Drehung wurde jedesmal ein und dieselbe Caseinmenge genommen, 
und zwar 0,2500 g, welche jedesmal in einer ganz bestimmten, genau 
eingestellten Menge n/10 Lésung Alkali gelést und im 25-ccm-Kolben 
mit destilliertem Wasser bis zur Marke aufgefiillt wurde. Auf diese 
Weise erhielt man Lésungen, die, auf Casein bezogen, immer dieselbe, 
auf Alkali bezogen aber eine verschiedene Konzentration ergaben. 
Die Lésungen wurden im Polarimeter gleich nach dem Auflésen des 
Caseins untersucht. Die Zahlen der Tabelle V geben die spezifische 
Drehung wieder, und zwar entspricht jede Zahl dem arithmetischen 
Mittel aus zwei Bestimmungen verschiedener Caseinpraparate, die aber 
nach ein und derselben Methode in verschiedenen Zeitperioden her- 
gestellt waren. 


1) Journ. of biol. Chem. 14, 203, 207, 211, 227, 231; C. 1, 2043 bis 
2044, 1913. 
2) Robertson, EiweiBstoffe. 
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Tabelle V. [ce]: 





n/10 Losung NaOH KOH Ca(OH), Ba(OH)» 
ccm 
0.5 a mo — _— 
1,0 86,65 92,92 —— 
15 93,20 96,58 a -— 
2.0 100,03 100,25 89.54 93,43 
2.5 103,31 103,88 -- - 
3.0 106,23 106,93 102,10 102,12 
4,0 110,47 112,01 107,44 108,22 
6,0 115,23 115,83 111,75 111,39 
8,0 117,00 116,11 113,20 112,48 
10.0 116,98 116,13 113,11 112,32 
12.0 116,72 116,32 113,14 132.65 
14.0 — 116,11 112,23 
16,0 116,72 116,11 — ~ 


Die Versuchsergebnisse weisen darauf hin, da{} mit der sich steigern- 
den Alkaliquantitat die spezifische Drehung der Caseinate zunimmt, 
aber nur bis zu einem bestimmten Grenzwert, worauf das weitere 
Hinzugeben von Alkali keine Anderung der spezifischen Drehung mehr 
bewirkt. Als Grenzwert aller angewandten alkalischen Lésungen gelten 
8 cem n/10 Lésung Alkali auf 0,2500 g Casein oder 0,0032 g-Aquivalente 
Alkali auf 1g Casein. Bei der Neutralisation des Caseins mit Alkali 
nach Phenolphthalein bindet 1 g Casein 0,0008 g-Aquivalente Alkali, 
d. h. viermal weniger. Wenn als Indikator Lackmus dient, so bindet 
1g Casein 0,0005 g-Aquivalente Alkali (nach Robertson). Das Ver- 
haltnis der angewandten Menge Alkali nach Lackmus zu der nach 
Phenolphthalein ergibt sich fiir Casein wie 5:8, fiir das Globulin des 
Blutserums wie 1:2, d. h. zur Neutralisation desselben nach Phenol- 
phthalein geht zweimal mehr Alkali auf als nach Lackmus. 

Sehr méglich, daB dasselbe Verhiltnis 1:2 auch fiir Casein 
gilt, nur ist die Empfindlichkeit des Lackmusindikators sehr gering 
gegeniiber einer so schwachen Siure wie Casein, daher laBt sich die 
neutrale Reaktion nicht genau feststellen. Mit Hilfe der Gaskette 
hat Robertson gefunden, da die maximale Quantitaét Alkali, welche 
das Casein binden kann, 16mal gréBer ist als die Quantitat Alkali, 
welche zur Neutralisation des Caseins nach Lackmus erforderlich ist, 
und zehnmal gréBer als die nach Phenolphthalein. Nach meinen Beob- 
achtungen iiber das Drehungsvermégen der Caseinate, abhingig von 
der gebundenen Quantitaét des Alkalimetalls, ergibt sich, daB dies 
Maximum nur viermal gréBer ist als die Quantitat Alkali, welche zur 
Neutralisation nach Phenolphthalein erforderlich ist. Wenn man aber 
annimmt, daB 1g Casein nach Lackmus nicht 0,0005 g-Aquivalente 
Alkali bindet, sondern nur 0,0004 g, so wird das maximale Additions- 
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vermégen des Caseins achtmal gréBer sein als die Quantitat Alkali, 
welche nétig ist zur Neutralisation nach Lackmus. Diese Voraus- 
setzung hat ihre Begriindung darin, daB das Verhiltnis des Metalls 
bei der Siattigung verschiedener Siiuregruppen vielbasischer organischer 
Sauren sich in ganzen Zahlen oder deren Multipla ausdriicken laBt. 

Wenn das Casein eine Verbindung mit 0,0080 g-Aquivalenten Alkali 
geben wiirde, wie dieses von Robertson vorausgesetzt wird, so wiirde 
diese Verbindung unbedingt ein anderes Drehungsvermégen aufweisen 
als eine Verbindung mit einer geringeren Quantitat Alkali; wie man 
aber aus den Versuchen ersieht, trifft letzteres nicht zu, und das Caseinat 
zeigt das gréBte Drehungsvermégen, wenn es 0,0032 g-Aquivalente Alkali 
enthalt, und dieses Drehungsvermégen iindert sich beim weiteren Hinzu- 
fiigen von Alkali nicht mehr. Die Caseinverbindung mit 0,0032 g- 
Aquivalenten Alkali ist meiner Meinung nach ein neutrales Caseinsalz, 
ein Caseinat mit maximalem Metallgehalt. DaB diese Verbindung 
wirklich ein Salz eines Caseinmolekiils ist, aber kein Konglomerat 
einiger Aminosdurenmolekiille mit einem Aquivalent Alkali, wird noch 
dadurch unterstrichen, da die neutralen Caseinsalze, Salze einer sehr 
schwachen Siéiure mit relativ starken Alkalien, mit welchen die Ver- 
suche gemacht wurden, einem starken hydrolytischen Zerfalle anheim- 
fallen und infolgedessen eine starke alkalische Reaktion geben miissen. 
Nehmen wir als monometallisches Caseinsalz das auf Lackmus neutral 
reagierende Salz und als dimetallisches das auf Phenolphthalein neutral 
reagierende an, so muB8 man zugeben, daB das Salz, welches das maximale 
Drehungsvermégen aufweist, achtmetallisch sein wird und das Casein 
eine achtbasische Siéiure vorstellt. Ich unterstreiche noch einmal, da 
diese Voraussetzung darauf basiert, da das neutrale Salz eine starke 
alkalische Reaktion haben muB (der Hydrolyse wegen), und verweise 
auBerdem auf die Verinderungen einer physikalischen Konstante — 
das Drehungsvermégen des Caseins. Dieses in Betracht ziehend, andert 
sich auch die Anschauung iiber das Molekulargewicht des Caseins. 
Wenn man annimmt, da das nach Phenolphthalein neutrale Caseinsalz 
ein dimetallisches Salz, das auf Lackmus reagierende monometallisch 
ist, so laBt sich die maximale Caseinquantitit, welche 1 g-Aquivalent 
Alkali (oder Metall) binden kann, durch die Zahl 20000 ausdriicken, 
welche vielleicht auch das wirkliche Molekulargewicht des Caseins 
wiedergibt. Zu einem ahnlichen Resultat kam Robertson. Er fand, 
da das Caseingewicht in Grammen bei der Sattigung des Alkalis 
mit Casein, welches eine elektrische Atomladung hat, 2336 + 183 ist, 
da aber bei der Siittigung der Base 8772 g Casein 1 g-Aquivalent Alkali 
neutralisieren, so muB die Valenz des Caseinions 4 oder ein Vielfaches 
von 4 sein‘‘ (aus dem Englischen iibersetzt). Wenn wir dieses Vielfache 
gleich 2 annehmen und die Valenz des Ions in Abhiangigkeit von der 
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\nzahl der Siuregruppen stellen , so erhalten wir die Zahl 18688 + 1684 
20372), die fast mit der von mir nach ganz anderen Gesichtspunkten 
gefundenen zusammenfallt. 

Der Tabelle V kénnen wir noch folgendes entnehmen: 1. Caseinate 
der Alkalimetalle drehen stiirker als die der alkalischen Erden und 
2. Caseinate aus Metallen mit kleinerem Atomgewicht drehen stirker 
als solche aus Metallen mit einem héheren Atomgewicht. Solche Phi- 
nomene kommen bei anderen optisch aktiven organischen Verbindungen 
auch vor, wie z. B. bei Campherverbindungen. 

Zurzeit gelangen Untersuchungen iiber andere MilcheiweiBkérper 
nach derselben physikalischen Methode zum AbschluB, wie auch ihr 
Verhalten zum Casein und die Wirkung von Labferment aufs letztere. 

Die hier angefiihrten Versuchsergebnisse stellen nur ein kurzes 
Autoreferat dar, alles Genauere iiber die diesbeziiglichen Arbeiten 
kann man in den Berichten des Milchwirtschaftlichen Instituts zu 
Wologda, Jahrginge 1919 bis 1923, finden. 











Zur Kenntnis der @lycerophosphatase der Pflanzensamen. 
I. Mitteilung. 


Von 
Antonin Némee. 


(Aus dem biochemischen Institut der Staatlichen Versuchsanstalten fiir 
Pflanzenproduktion in Prag-Weinberge. ) 


(Eingegangen am 25. Februar 1923.) 
Mit 6 Abbildungen im Text. 


In einer friiheren Arbeit!) habe ich an vielen Pflanzensamen 
gezeigt, daB sie Glycerophosphate enzymatisch zersetzen und da 
diese Spaltung je nach der Art des Samens verschieden verliuft. Im 
allgemeinen konnte ich wahrnehmen, daB sich die Zersetzungsfihigkeit 
je nach der Beschaffenheit der chemischen Konstitution der in den 
Samen enthaltenen Reservestoffe verschieden stark fuBert, indem 
die dlhaltigen Samen die gréBte, die eiweiBfiihrenden eine mittlere 
und die starkehaltigen die kleinste Glycerophosphatasewirkung zeigten. 

Der zeitliche Verlauf der Reaktion richtet sich nach der Schiitzschen 
Regel: die Menge des zersetzten Glycerophosphats ist der Quadrat- 
wurzel der Zeit proportional. 

ax 


‘ 
yt 
Die Ergebnisse des Versuches mit der Sojabohne sind in der folgen- 
den Tabelle I angefiihrt. 
Tabelle I. 
Samen der gelben Sojabohne. 





|| Menge P.O; in mg, abgespalten 


Zeit aus 20 g Samen in 400 ccm | proz. Konstante 
eae sear es | Natriumglycerophosphatlosung be 
in || + 10 ccm Toluol (z in 100 ccm Vi 

| Lésung) 
a6 98,94 24,7 
24 140,65 28.7 
48 169,36 245 
72 215,00 25.3 
96 224.85 22.9 
168 282,80 (21,7) 
336 325,60 (17,9) 


1) A. Némec, diese Zeitschr. 98, 93—100, 1919. 
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In 100 ccm lproz. Lésung wurden 361,25 mg P,O; gefunden. 
Die Reaktion verliuft nie quantitativ, sondern nur bis zu einem 
gewissen Gleichgewichtszustand (Abb. 1). 








J 
06M 8 72 96 68 336 


Stunden 


Abb. 1. 


Einflu8 der Konzentration des Enzyms. 
Zu diesen Versuchen wurden Samen des gelben Senfes verwendet 
und die Spaltung in 100ccm lproz. Natriumglycerophosphatlésung 
unter Zusatz von 1 ccm Toluol nach 48 Stunden bei 20° verfolgt. 


Tabelle II. 





Menge P2Os, abgespalten in 100 ccm 
Menge der 


| . 
Semen” deat. Weteer | Ipeon, Sebetentibenng wiapediabriacinaneiins 
mg mg mg %% 
0,1 1,40 3,57 2,17 0,60 
0,5 6,51 24,88 18,37 5,08 
1,0 15,31 50,90 39,59 8,52 
2,5 | 36,10 110,67 74,57 20,61 
5,0 75,54 178,93 103,39 28,62 
10,0 153,92 257,71 103,79 28,73 


Aus den Resultaten der Tabelle Il kann man ersehen, daB mit 
der steigenden Konzentration des Enzyms die Spaltung des Glycero- 
phosphats relativ vermindert wird. Die Menge der bei der Autolyse 
abgespaltenen Phosphorsiure ist der Konzentration des Samens pro- 
portional (Abb. 2). 

mg £0, 
300; 
250 
200 


750 wis eeerer 


100 
50 


a 05 10 








50 700 
g Samen 


So 
wr 


Abb. 2. 


Einflu8 der Konzentration des Substrats. 
Die Abhingigkeit der Reaktionsgeschwindigkeit von der Kon- 
zentratioa des Glycerophosphats wurde an den Samen des gelben 


© 


Senfes verfolgt. Es wurde unter Zusatz von 2cem Toluol je 2,5g 
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feingemahlener Samen auf 100 ccm destillierten Wassers verwendet 
Die Reaktionszeit 18 Stunden im Brutschrank bei 20°C. 

Die Ergebnisse dieser Versuchsreihe sind in der folgenden Tabelle 11! 
angefiihrt und in Abb. 3 graphisch dargestellt. 


Tabelle III. 





Konzentration des Menge abgespaltener P2O; aus 100 ccm aes: Konstante 
Glycerophosphats der Reaktions- aus dem Glycero wirkung / 
in “b (@) flussigkeit phosphat of Va 

0 29,85 - - 
0,05 43,25 13,40 72,82 5,99 
0,10 48,10 18,25 49 50 5,77 
0,25 56,52 26,67 28,99 5,33 
0,50 67,36 37,51 20,38 5,30 
1,0 79,55 49,70 13,50 4,97 
2,5 81,33 51.48 5,59 — 
5,0 81,97 52,12 2,78 — 


Die Menge der abgespaltenen Phosphorsiure ist der Wurzel der 
anfanglichen Konzentration des Glycerophosphats proportional, soweit 
mg B06 die Enzymspaltung in ver- 
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weitere Steigerung der enzy- 
matischen Spaltung nicht erfolgt, da die Kurve, welche die Menge 
des zersetzten Glycerophosphats veranschaulicht, in eine parallel mit 
der x-Achse verlaufenden Gerade iibergeht (s. Abb. 3). 


Abb. 3. 


Einflu8 des Spaltproduktes auf die Zersetzungsgeschwindigkeit. 
Es wurde der EinfluB des Glycerins auf die enzymatische Spaltung 
des Glycerophosphats verfolgt. 


Versuch 1. 
Autolytische Reihe: 100 ccm destilliertes Wasser mit steigender 
Menge Glycerin versetzt, 2,5g feingemahlener Senfsamen, 2ccm Toluol. 
Substratreihe: 100ccm lproz. Glycerophosphat mit steigender 
Menge zugesetzten Glycerins, 2,5 g Senfsamenmehl, 2ccm Toluol. 
Reaktionszeit 48 Stunden, Temperatur 27° C. 
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Tabelle IV. 





Glyceringehalt Menge abgespaltener PKosphorsaure aus 100 ccm in mg P.O; 
der Lésung 


in % Autolysereihe Substratreihe Glycerophosphatase 
0 31,89 117,37 85,48 

0,05 32,91 119,07 86,16 

0,1 35,21 121,72 86,51 

0,5 35,21 121,89 86,68 

1,0 36,23 111,84 75,61 

2,5 35,72 113,55 77,85 

5,0 32,15 105,04 72,89 
10.0 26,23 94.83 68,55 


Versuch 2. 


Autolytische Reihe: 100cem Glycerinlésung, 2,5g des gelben 
Senfmehles, 2 ccm Toluol. 

Substratreihe: 100 cem | proz. Natriumglycerinphosphatlésung mit 
steigendem Glyceringehalt, 2,5 g Senfmehl, 2ccm Toluol. 

Reaktionszeit 168 Stunden, Temperatur 23° C. 

Die Resultate dieser Versuchsreihe sind in der Tabelle V_ an- 
gefiihrt und in Abb. 4 graphisch dargestellt. 


Tabelle V. 





Glyceringehalt | Menge abgespaltener Phosphorsaure aus 100 ccm in mg P,O; 
der Losung 














in lp Autolysereihe Substratreihe Glycerophosphatase 
0 30,11 121,71 91,60 
5 27,87 113,03 85,23 
10 28,32 112,78 84,46 
20 23,48 108,64 85,16 
25 23,98 -- _ 
30 19,39 101,04 81,65 
40 12,25 90,84 78,59 
50 8,93 72,97 64,04 
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Versuch 3. 
Es wurde nur die Spaltung in der Substratreihe festgestellt. 
Versuchsanordnung: 1g gemahlener Samen der gelben Soja 
Varietat ,,S‘‘ von Dr. J. Hromddko (akklimatisierte Sorte fir Béhmen) 
50 cem 0,5proz. Natriumglycerophosphatlésung mit steigender Meng: 
freien Glycerins, 2ccm Toluol. 
Reaktionszeit 30 Stunden, Temperatur 28° C. 
Die Versuchsergebnisse sind in der Tabelle VI und Abb. 5 zu 
sammengestellt. 
Tabelle VI. 





. P Menge abgespaltener Phosphorsaure in mg 
Glyceringehalt der . P P . 
Lésung in fp 


in 50 com der Lésung Verhaltniszahl 
0 43,22 100 
20 40,57 93,87 
40 37,76 87,36 
50 28,26 65,38 
60 23,98 55,48 
70 13,31 35,42 
75 12,25 28,35 
80 7,27 16,82 


Aus den oben angefiihrten Tabellen IV bis VI ist ersichtlich, dab 
die Konzentration des Spaltproduktes (Glycerin) im Reaktionsmedium 
auf die enzymatische Hydrolyse des Glycerophosphats einen weit- 
gehenden EinfluB ausiibt.. In dem 
Konzentrationsbereich zwischen 
0 bis 5% zugesetzten Glycerins 
kann man eine merkbare Er- 
hohung der Spaltfahigkeit des 
Samens wahrnehmen, speziell bei 
der autolytischen Reihe (Tab. IV). 











H 1 | lL J Q : ‘ 

0 20 40 50 w, ane 78 80 Die Ursache dieser Geschwindig- 
(7 ” ; : : 

Abb. 5 r keitserhéhung der Reaktion kann 


man durch die gesteigerte Losungs- 

fahigkeit der Phosphatasen in sehr verdiinnten Glycerinlésungen er- 
klaren. Die Glycerophosphatase ist wahrscheinlich identisch mit dem 
Enzym des Esterasepraparats, welches von Falk und Sigiura!) durch 
Extraktion der Ricinussamen mit Wasser hergestellt wurde; durch 
ihre Wasserléslichkeit unterscheiden sich die Phosphatasen (Esterasen) 
von den Lipasen, welche eine Proteinnatur der Globuline aufweisen. 
Bei Glycerinkonzentrationen tiber 5% findet eine allmahliche Ab- 
nahme der Wirkungsfaihigkeit des Enzyms statt, welche besonders 


1) G. Falk und K. Sigiwra, Journ. amer. Chem. Soc. 87, 217, 1915. 
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in dem Bereich iiber 40° Glycerin stark zum Ausdruck kommt. Nach 
dem Verlauf der Kurve (Abb. 5) kann man die vdollige Einstellung 
der Enzymspaltung bei der Konzentration 90°, Glycerin erwarten. 


Einflu8 der Temperatur auf die Glycerophosphatasewirkung. 

Derselbe wurde an feingemahlenen Samen des weiben Senfes 
studiert (siehe Tabelle VII). 

Konzentration des Enzyms: 2,5g Samen auf 100 ccm Lésung. 

Konzentration des Substrats: g Natriumglycerophosphat in 
100 ccm Lésung. 

Reaktionszeit 48 Stunden, Antiseptikum 2 ccm Toluol pro 100 ccm 
Lésung. 

Tabelle VII. 





Temperatur (7) Menge P.O;, abgespalten aus 100 ccm der Lésung 
°C Glycerophos phatase 


Autolytische Reihe Substratreihe 
(2) 
20 19,46 85,16 65,70 
25 42,10 115,84 73,74 
38 45,80 135,66 89,86 
50 33,68 82,10 48,42 
60 24,06 41,59 17,53 
70 17,35 20,41 3,06 


Die Optimalwirkung der Glycerophosphatase des Senfes unter den 
angefihrten Bedingungen liegt etwa bei 35°C; fiir diesen Teil der 
Reaktionskurve (Abb. 6) gilt wieder 


y mg BO, 
dus Wurzelgesetz Mp? > 
™ x 
K = , 120 
y? 
100+ 


wo x die Menge durch Glycero- 

phosphataseabgespaltenerPhosphor- 
siure, 7’ die Temperatur bedeutet. — ¢ . 
Die Konstante K in unserem Ver- 











- . ° a GO 
suche fiir die ersten drei angefiihrten 
Temperaturen betrigt 20} 
fir ¢= 20°C K = 14,69 ae Bical , 
0 02 38 50 60 


oo «t= 25°C K = 14,75 

oo 66= 38°C K = 14,57 

Bei Temperaturen iiber 38°C tritt eine rasche Inaktivierung des 
Enzyms ein, so daB bei 70°C die Glycerophosphatasewirkung des 
Senfes praktisch Null ist. 


Abb. 6. 











Berichtigung 
zu der Arbeit von Lublin ,,Eine Mikromethode zur quantitativen 
Bestimmung von Aceton und $-Oxybuttersiure im Harn und Blute“ 
(diese Zeitschr. 133). 
Seite 629 Zeile 12 von oben ist einzufiigen: (2g Kalium- 
bichromat + 80,0 cem Wasser + 20,0 cem 100 Vol.-proz. Schwefel- 
siure, vgl. S. 635, Zeile 5 von oben). 
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